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RESUMO

A doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda é uma das maiores
complicacBes dos transplantes alogénicos de células-tronco hematopoéticas (TACTH) e uma
das maiores causas de morbidade e mortalidade dos pacientes submetidos a essa modalidade
de tratamento. O diagndstico da DECH aguda do TGl é dificil de ser estabelecido utilizando-se
apenas parametros clinicos o que leva a necessidade da confirmacéo diagnéstica por métodos
complementares, no caso da DECH aguda do TGlI, realizagdo de endoscopia com biopsias.
Este estudo teve por objetivo realizar a andlise descritiva das alteracdes da avaliacdo do indice
apoptoético e dos estudos de permeabilidade intestinal em associacdo aos dados clinicos,
endoscépicos e histopatolégicos de pacientes submetidos a TACTH, com énfase no
diagndstico da doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda intestinal. Foram
incluidos 31 pacientes submetidos a TACTH, na Unidade de Transplantes do HC-UFMG e que
foram divididos em dois grupos — um grupo com diagnostico clinico de DECH e um grupo sem
diagndstico clinico de DECH. Ocorreram 13 6bitos (41,9%) no periodo do estudo, nos 31 casos
estudados, o que reafirma a gravidade das alteracdes encontradas nos pacientes. Quinze
pacientes submetidos a 21 procedimentos de esofagogastroduodenoscopia até o D+90 pos-
transplante apresentaram alteragBes endoscépicas visiveis e 19 bidpsias revelaram alteracdes
histolégicas no estdbmago e duodeno. Observamos indices apoptoticos mais elevados nos
pacientes que faleceram, nos pacientes que faleceram por DECH, nas formas mais graves de
DECH e a presenga de DECH clinica. Os resultados da avaliagdo da permeabilidade intestinal,
realizada nos trés periodos propostos em apenas nove pacientes, mostram alteracoes,

algumas pronunciadas, inclusive na fase pré-transplante e, portanto, pré-condicionamento.

Nesse sentido, o projeto de pesquisa integra o esforco para aperfeicoar os métodos para o
diagndstico da DECH aguda gastrointestinal, objetivando seu diagnéstico mais preciso e

precoce.

Palavras-chave: Transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas; doenca do enxerto-
contra-hospedeiro; endoscopia do sistema digestério; bidpsia; histologia; apoptose,

imunohistoquimica; permeabilidade intestinal, mucosite.



ABSTRACT

Acute graft-versus-host disease (GVHD) is one of the major causes of morbidity and
mortality in patients undergoing allogeneic hematopoietic stem-cell transplantation (AHSCT),
and has thus become the subject-matter of several studies on understanding and treating it.
This study does a descriptive analysis of apoptotic index evaluation and intestinal permeability
alterations in association with the clinical, endoscopic and histopathological data on 31 patients
undergoing AHSCT at the Transplant Unit of HC-UFMG, with emphasis on acute intestinal graft-
versus-host disease (GVHD) diagnosis. Patients were divided into two groups — one of patients
with a clinical GVHD diagnosis and one of those with no clinical GVHD diagnosis. Thirteen
deaths (41.9%) occurred during the study period among the 31 cases studied, thereby
reaffirming the severity of the alterations found in the patients. Fifteen patients subjected to 21
esophagogastroduodenoscopy procedures prior to D+90 post-transplant had visible endoscopic
alterations and 19 biopsies revealed histological alterations to their stomach and duodenum.
We find higher apoptotic indices, not reaching statistical significance, in patients who died of
graft versus host disease (GVHD), in the more acute forms of GVHD and where clinical GVHD
was present. The results of intestinal permeability evaluation carried out on only nine patients in
the three proposed periods showed alterations, some of which were pronounced even during

pre-transplant, and, therefore, the pre-conditioning phase.

Accordingly, this ?? is part of the effort to improve the methods for diagnosing acute

gastrointestinal GVHD, with a view to a more accurate and early diagnosis.

Keywords: Hematopoietic stem-cell allogeneic transplantation; graft versus host disease;
endoscopy of the digestive system; biopsy; histology; apoptosis, immunohistochemistry;

intestinal permeability, mucositis.
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1. INTRODUCAO

1.1 — Transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas (TACTH)

O transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas (TACTH) é uma opcao
terapéutica curativa para tratamento de inUmeras patologias hematologicas malignas e ndo

malignas, sendo hoje uma modalidade terapéutica bem consolidada.

Os transplantes alogénicos se tornaram possiveis a partir de meados dos anos 60,
apos estudos com irradiagdo corporal total em animais e identificacdo e tipificagdo do HLA —
complexo maior de histocompatibilidade humano. Os primeiros transplantes foram realizados
em pacientes portadores de leucemia refrataria ao tratamento convencional e submetidos a

uma preparagdo com irradiacdo corporal total e ciclofosfamida endovenosa.™?

Hoje, sabemos que a quimioterapia utilizada para tratamento de doencas malignas age
primariamente nas células em proliferacdo e que células-tronco normais ou malignas sao
quiescentes, portanto, podendo ser insensiveis a quimioterapia convencional ou até mesmo a
quimioterapia ou radioterapia em doses letais como a utilizada para preparacdo para o
transplante. Entretanto, essas células podem ser eliminadas por células do doador (enxerto
alogénico) imunologicamente ativas, por meio de rea¢des relacionadas a histocompatibilidade,
onde a gravidade da reacdo dependera do grau de incompatibilidade. O efeito enxerto contra
leucemia/tumor (graft-versus-leukemia effect — GVL) esté relacionado ao potencial curativo dos
TACTH e se baseia no efeito imunoldgico antitumor que é conferido pelas células-T do doador
e outros efetores imunes. As células-T do doador reagem com antigenos menores de
histocompatibilidade de células leucémicas, inibindo o crescimento de suas coldnias ou até
mesmo as eliminando, assim como identificam a expressdo de proteinas aberrantes dessas
células, inibindo a formacdo de colbnias leucémicas sem alterar as normais. No entanto, o
efeito GVL mediado pelo enxerto alogénico tipicamente coexiste com a doenca do enxerto
contra o hospedeiro (DECH), que é a maior complicacdo do TACTH e que sera descrita a

seguir."**

O TACTH é um processo continuo que, de uma forma prética, € dividido em etapas,

destacando-se os pontos mais importantes:

Regimes de condicionamento: A primeira etapa ou fase de condicionamento

compreende o periodo antes da infusdo de células-tronco em que o receptor é submetido a
quimioterapia e/ou radioterapia, de um modo geral em altas doses, promovendo mieloablagéo
e imunossupressao, chamado de condiciomento mieloablativo ou com o uso de medicamentos
com alta capacidade imunossupressora denominado de condicionamento ndo-mieloablativo ou
de intensidade reduzida. Os regimes de condicionamento tém como objetivo erradicar o cancer

€ promover imunossupressao que permita a pega do enxerto. Os transplantes realizados com
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regimes de intensidade reduzida sdo menos toxicos e utilizados quando se pretende a
eliminacdo imunolégica das células-tronco tumorais. Também antes da infusdo de células-

tronco, o paciente inicia terapia profilatica imunossupressora, como sera descrito a seguir.l"r"6

Dia zero: Consideramos como dia zero o dia em que o receptor recebe as células-
tronco hematopoéticas. As principais fontes de células-tronco utilizadas para transplante
alogénico hoje sdo: 1) medula 6ssea (MO), retirada por aspiracdo em crista iliaca posterior sob
anestesia geral ou local; 2) células-tronco periféricas (CTP), que sdo mobilizadas da medula
Ossea para a corrente sanguinea com o uso de fatores de crescimento (G-CSF) e coletadas
por técnicas de aférese. As CTP s&o capazes de promover reconstituicio hematopoética mais
rdpida, mas contém uma quantidade maior de células-T; 3) sangue de corddo umbilical e da
placenta, que é rico em células-tronco hematopoéticas, mas limitado em volume. Com relacdo
a compatibilidade HLA, o doador pode ser aparentado (irm&o), ndo-aparentado (“bancos de
medula”) ou haploidéntico (uso de irm&o ou parente com apenas um haplétipo HLA

idéntico).™*"%?

Fase poés-transplante: Apés a infusdo de células-tronco, seguem as etapas pos-

transplante. As principais complicacdes relacionadas ao TACTH se encontram nessa fase e
sdo divididas em complicacbes precoces, isto é, antes dos 100 dias pés-TACTH, e tardias,
apos 100 dias de TATCH.

Complicacbes precoces: 1) A mucosite, em curto prazo, é a principal complicagdo dos

regimes mieloablativos e do uso de metotrexate como profilaxia imunossupressora. Esta
associada a quadro doloroso, ulcerativo e descamativo de mucosa orofaringea e do TGI, e a
nausea, dor abdominal em cdlica e diarreia. Muitas vezes requer suporte nutricional enteral ou
parenteral, analgesia com opidides e est4d associada a complicacdes infecciosas e
hemorre’xgicas;10 2) Uma segunda complicagédo é a doenca sindrome de obstrucdo sinusoidal
(SOS), sindrome potencialmente fatal associada a hepatomegalia dolorosa, ictericia e retencao
hidrica (ganho de peso) podendo levar a faléncia renal e respiratéria. Esta associada a dano do
endotélio dos sinusoides hepaticos pelos regimes de condicionamento;** 3) Les&o pulmonar
também pode ocorrer devido a resposta imunoldgica dos linfécitos-T do doador contra o

pulmdo, com altas taxas de mortalidade;"

4) Infec¢bes sdo muito frequentes e estéo
associadas ao dano mucoso em orofaringe e TGI e alteraces da pele relacionados ao regime
de condicionamento, além da presenca de cateteres centrais, neutropenia grave e
imunodeficiéncia;*® 5) E, finalmente, a doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda, a

mais importante complicacdo dos TACTH e que sera descrita em detalhes.™

Complicacbes tardias: 1) A doenca do enxerto contra o hospedeiro crénica é patologia

multifatorial, onde os linfécitos-T do doador exercem papel principal. Tem incidéncia de 20% a
80% e se manifesta com alteracdes multissistémicas semelhantes as doencas auto-imunes,
por longos periodos de tempo, mesmo com o tratamento. Esta relacionada a imunossupressao

grave e complicagbes devido ao uso crbnico de corticoides; 2) Infertilidade devido a
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quimioterapia mieloablativa; 3) Problemas de crescimento e desenvolvimento na infancia; 4)

Doencas malignas secundarias, incluindo mielodisplasia e leucemias agudas.™*°

1.2 — Doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda (DECH)

1.2.1 — Conceito, incidéncia e fatores preditivos

A doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) é uma patologia caracteristica dos
TACTH e sua maior complicacdo, permanecendo como 0 maior obstaculo para um desfecho
mais favoravel dessa modalidade de tratamento. A DECH aguda é caracterizada por lesdo
tecidual de 6rgdos alvo causada pela aloreatividade dos linfocitos-T do doador, infundidos no
receptor junto com o enxerto de células-tronco, que reconhecem antigenos teciduais do
receptor e que também sao criticas para o efeito anti-tumor e para a imunidade antimicrobiana
apés TACTH.! Sua primeira descrigao foi feita em animais, em 1955, e o termo “enxerto-
contra-hospedeiro” introduzido para descrever o “vetor” desse ataque imunoldgico, ao final dos

anos 50.*

Tradicionalmente, tem sido definida como DECH aguda aquela que ocorre dentro dos
primeiros 100 dias de transplante, sendo sua manifestagdo predominante na pele, figado e
TGI. DECH aguda clinicamente significativa é vista em 20% a 50% dos pacientes
transplantados com doadores HLA idéntico aparentado e, em doadores HLA idénticos ndo
aparentados ou com presenca de incompatibilidade HLA, sua incidéncia aumenta
significativamente para 60% até 80%, a despeito do uso de profilaxia com imunossupressores.
E a maior causa de morbidade apés TACTH e responsavel por 15% a 40% da mortalidade

relacionada ao transplante (MRT).*®

A DECH aguda é patologia de manuseio dificil ndo s6 por estar associada a alta
morbidade e mortalidade, mas também a les@o de 6rgédos, infec¢des frequentes e geralmente
graves, e desnutricdo, provocados tanto pela lesdo propria da DECH quanto pela

imunossupressao utilizada para seu tratamento.

Varios sdo os fatores determinantes da gravidade e cinética da DECH sendo os mais
importantes a disparidade de HLA, diferencas de sexo entre doador/receptor e paridade da
doadora, idade (sendo maior a incidéncia em pacientes mais velhos) e fonte de células-tronco
utilizada (aumento das taxas de DECH aguda e crdnica em pacientes que utilizam CTP).
Outros fatores séo a dose de células-tronco hematopoéticas infundidas, a imunomodulacao, os

niveis de citoquinas inflamatdrias e a presenga de polimorfismo genético.”‘ls'lg'zo'21
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1.2.2 — Fisiopatologia

Bilingham® definiu que para o possivel desenvolvimento da DECH em pacientes

N

submetidos a TACTH trés requisitos sdo fundamentais: o enxerto deve conter células
imunologicamente competentes, isto é, células-T maduras; o receptor deve ser incapaz de
rejeitar o transplante, portanto ser imunossuprimido; e o receptor deve expressar antigenos

tissulares que néo estdo presentes no doador.*®

Obedecidos aos trés requisitos, o desenvolvimento e a evolu¢do da DECH aguda séo
considerados como um processo de trés etapas sequenciais nas quais 0s sistemas imunes

inato e adaptativo interagem.
As trés etapas sao (Figura 1):

(1) leséo tissular do receptor pelo condicionamento pré-transplante com

radioterapia/quimioterapia;

(2) ativacao das células-T do doador pelas células apresentadoras de antigenos (CAA)

do receptor e consequente expansao clonal — “tempestade citoquimica”;

(3) efetores celulares tissulares e inflamatdrios.'#2%242%26

E a fase inicial ou fase 1 da fisiopatologia da DECH que determina a relevancia do TGl
nesse mecanismo. O modelo de interagdo microbiana descrito na Figura 2 é, hoje, 0 mais

aceito.”’

A relacdo entre intensidade do regime de condicionamento, quimiocinas e citoquinas

inflamatérias e a gravidade da DECH foi confirmada por estudos em animais e observacao

clinica.?"%2°
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Figura 1: A fisiopatologia da DECH.
A fisiopatologia da DECH pode ser dividida em trés fases. Na fase (1), o regime de
condicionamento (quimioterapia, irradiagdo ou ambos) leva a lesédo e ativagdo dos tecidos do
hospedeiro, especialmente a mucosa intestinal do TGI. Isso permite a translocacdo de
lipopolissacéarides (LPS) do Iimen intestinal para a circulagdo, estimulando a secrecdo de
citoquinas inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 1 (IL-1)
dos tecidos do hospedeiro, principalmente dos macréfagos (M@). Essas citoquinas aumentam a
expressdo dos antigenos do complexo maior de histocompatibilidade (HLA) e a adesdo de
moléculas, aumentando o reconhecimento do HLA e dos antigenos menores de
histocompatibilidade (mHA) por células T maduras do doador.
A ativacdo das células-T na fase (2) é caracterizada pela predominancia das células Thl e pela
secrecdo de inferferon-gama (IFN-y), que ativam os fagécitos mononucleares.
Na fase (3), as funcdes efetoras dos fagdcitos mononucleares ativados sdo desencadeadas por
sinais secundarios oriundos da LPS e de moléculas inflamatorias que séo liberadas pela
mucosa intestinal lesada durante as fases (1) e (2). Macréfagos ativados, junto com os
linfdcitos T citotdxicos (CTL), secretam citoquinas inflamatorias e causam apoptose de células-
alvo. Células CD8+ também lisam células-alvo diretamente. A lesdo do TGI nessa fase,
principalmente por citoquinas inflamatérias, amplifica a liberagdo de LPS e leva a “tempestade
citoquimica” caracteristica da gravidade da DECH aguda. Este dano resulta na amplificagdo da
les3o tissular local que, posteriormente, promove resposta inflamatéria.
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Figura 2: Fase 1 da fisiopatologia da DECH.
O inicio do processo inflamatério ocorre devido ao evento chave onde os receptores inatos
(pathogem-recognition receptors [PRR’s]) nas células apresentadoras de antigenos, como 0s
Toll-like receptors (TLRs) e os NOD-like receptors (NLRs), sé@o ativados pelos microorganismos
ou produtos microbianos (pathogen-associated molecular patterns [PAMP’s]), levando a
liberacdo de citoquinas e migracéo de células inflamatérias.*’

1.2.3 - O papel do trato gastrointestinal (TGI) e da lipopolissacéaride (LPS)

A LPS é o maior componente estrutural das bactérias Gram negativas que compde a
flora intestinal normal e € uma potente estimuladora da ativacdo celular e liberagdo de

citoquinas como descrito acima.

A mucosa intestinal, inicialmente lesada pelo regime de condicionamento durante a
primeira fase, libera para a corrente sanguinea a LPS que ativam macréfagos a produzir
citoquinas solliveis e que também sdo ativados pelo regime de condicionamento,
principalmente por irradiagdo corporal total (TBI) e pela secrecdo de citoquinas Thil,

especificamente o IFN-y, que faz com que mondcitos e macréfagos sejam extremamente
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sensiveis a LPS endégena. Sendo o TGl um alvo particularmente sensivel aos efeitos toxicos
dessas citoquinas, lesdo do TGI durante a fase efetora leva a mecanismo de retroalimentacéo
positivo em que o aumento da translocacdo de LPS aumenta a producdo de citoquinas que

levardo a aumento da lesdo do TG| 181923242830

Outros produtos bacterianos, como cépias de DNA CpG presentes no limem do TGl
tém potente propriedade imunoestimulatéria e induz a forte resposta Thl, e superantigenos

bacterianos podem ativar células-B por estimulagéo direta de moléculas de classe Il do HLA.%

Portando, o TGl é o principal responsavel pela “tempestade de citoquinas”
caracteristica da DECH aguda e pela amplificacdo da doenca sistémica. Niveis séricos
elevados de LPS tém sido correlacionados diretamente com o grau de les&o intestinal na
histopatologia. A reducao da toxicidade intestinal est4 associada a maior sobrevida e a reducéo

da doenca sistémica.?*3"%

Esforcos para erradicar ou simplesmente reduzir a carga de microorganismos gram-
negativos do TGl ja é pratica em alguns centros transplantadores, sendo que a
descontaminacdo do TGl pode reduzir DECH clinica. No entanto, seu efeito é apenas parcial,
pois descontaminacgdo intestinal bacteriana completa e sustentada s6 é conseguida em uma
pequena propor¢cdo de pacientes e parece ser mais importante apenas em transplantes nao-

aparentados.®

Reduc¢do nas doses de quimioterapia/radioterapia do condicionamento dos receptores
(transplantes de condicionamento reduzido) também pode reduzir a incidéncia da DECH, mas
estudos mostram uma correlacdo inversa entre a reducao de dose do condicionamento e uma

N

maior complacéncia com relacdo a profilaxia com imunossupressores, o0 que acaba

contribuindo para o aumento da DECH.***

1.2.4 — Manifestac¢des clinicas

Pele:

Exantema maculopapular é a manifestagéo inicial mais frequente da DECH aguda. As
lesBes podem ser pruriginosas ou dolorosas e vermelhas a violaceas na cor, podendo envolver
inicialmente as palmas das maos e plantas dos pés. A medida que o rash progride ha
confluéncia para orelhas, pesco¢o e tronco, geralmente associado a formacdo de papulas.
Necrose da epiderme é a forma de manifestacdo da DECH cutanea mais grave e a formacao
de bolhas e descamacao lembra epidermdlise toxica. O diagndstico diferencial deve incluir
lesbes cutaneas secundarias ao efeito da quimioterapia, alergia a drogas e exantema virético.

Biopsia de pele pode ajudar a estabelecer o diagnéstico.***
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Figado:

O achado mais comum € o de ictericia colestatica, sendo que faléncia hepatica com
encefalopatia causada unicamente pela DECH é rara. O diagnéstico diferencial inclui sindrome
de obstrugdo sinusoidal (SOS), infeccdo e toxicidade por drogas. Hepatotoxicidade causada
pela ciclosporina pode levar a hiperbilirrubinemia. A bidpsia € Gtil, mas pode ser dispensada

caso o paciente apresente manifestacdes tipicas de DECH cutanea e/ou intestinal.***°

Intestino:

Sintomas de DECH aguda intestinal sdo de intestino delgado distal e cdlon e serédo

descritos com detalhes posteriormente.

1.2.5 — Profilaxia e tratamento

Profilaxia:

A profilaxia farmacolégica da DECH aguda é feita com o uso de agentes
imunossupressores isolados ou em combinacado. A principal estratégia € a inibicdo da enzima
citoplasmatica calcineurina, que é uma importante ativadora de linfécitos-T. Os inibidores da
calcineurina ciclosporina A (CSA) e tacrolimus (FK506) tém mecanismo de acéo, efetividade
clinica e toxicidade semelhantes. Usualmente, eles sdo administrados em combinagcdo com
outros imunossupressores, como 0 metotrexato, administrado em pequenas doses na fase
precoce poés-transplante. Outras drogas que podem ser utilizadas incluem o micofenolato

mofetil (MMF), sirolimus e corticéides."***

Outra forma de prevenir o aparecimento da DECH ¢ utilizar a deplecédo de células-T.
No entanto, a diminuicdo da frequéncia e da gravidade da DECH nesta abordagem esta
associada a altas taxas de falha de pega do enxerto, recidiva da doenca maligna de base,

infec¢Bes e doencas Iinfoproliferativas.35
Tratamento:

Terapia primaria

Virtualmente todos pacientes recebem medicacdo imunossupressora profilatica apos
transplante alogénico ou tém as células-T do doador depletadas. No entanto, apesar da
eficacia dos regimes de profilaxia, a DECH continua sendo uma complicagdo frequentemente
encontrada, principalmente em transplantes de doadores ndo-aparentados ou com HLA nao-
idéntico ou quando a profilaxia ndo pode ser administrada adequadamente devido a toxicidade.
Portanto, a despeito do uso de profilaxia com ciclosporina e metotrexate, DECH aguda graus I

a IV ocorre em 30% a 80% dos receptores de TACTH. O uso de corticosteroides,
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habitualmente a metilprednisolona, na dose de 2 mg/Kg/dia, é a terapia primaria padrdo ouro

para a DECH aguda devido a sua potente atividade antilinfocitaria e antiinflamatéria.**%*%"®

Terapia secundaria

Terapia secundaria esta indicada no caso de falha da terapia primaria. Uma definicdo
pratica de faléncia da terapia padrdo primaria com corticéides é progressao das manifestacdes
da DECH durante trés dias apés inicio da metilprednisolona, persisténcia das manifestacdes da
DECH graus lll e IV durante sete dias, ou das manifestacdes da DECH grau Il durante 14 dias
de tratamento. Falha da terapia com corticdides é comum e aproximadamente 80% das
respostas sdo incompletas ou completas, mas ndo sustentadas. Essa falha esta associada a
cerca de 75% da mortalidade relacionada ao TMO. Apenas 38% dos portadores de DECH
aguda apresentam resposta completa a terapia primaria e estédo vivos em seis semanas apds

inicio da mesma, 4383940

N&o existe terapia secundéria padrdo para tratamento da DECH aguda refrataria a

corticéides sendo que varias alternativas ja foram estudadas e podem ser utilizadas com

38,40

respostas variadas, incluindo o uso de medicamentos como imunoglobulina antitimocitica, **

sirolimus,* tacrolimus®® e micofenolato mofetil,** uso de células mesenquimais® e o uso de
anticorpos monoclonais, principalmente, os especificos para receptores de interleucina 2,447

anti-TNFa*®“® e anti-cD52.*°
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Diagnéstico da DECH aguda do TGl
2.1.1 — Diagnostico clinico e radiolégico

Na DECH aguda do TGI, as manifestagfes sdo variaveis, mas 0s sintomas mais
comumente apresentados pelos pacientes sao diarreia profusa, dor abdominal em cdlica,
nauseas, vbmitos e anorexia. A diarreia é frequentemente liquida, secretéria, usualmente
volumosa (> 2 litros/dia), esverdeada, mucoide e com presenca de células esfoliadas, que
persiste mesmo com a auséncia de ingesta oral. Em casos graves podem ocorrer sangramento

intestinal — melena ou enterorragia, enteropatia por perda de proteinas ou ileo paralitico.lg'51

Nauseas e vOmitos, anorexia e dispepsia persistentes, com evidéncia histopatolégica
de DECH, mesmo na auséncia de diarreia devem ser incluidas como envolvimento do TGl,

definido como DECH de TGI superior, sendo que esse responde bem a terapia

imunossupressora, mas uma grande propor¢do dos pacientes evolui para DECH cronica.>

Sangramento intestinal, que confere pior prognéstico, é secundario a ulceracdo da

mucosa, e é frequente dentro dos primeiros 100 dias.****

A diarreia caracteristica da DECH ocorre devido a inlmeros mecanismos, incluindo: (1)
dano aos enterécitos e deficiéncia da dissacaridase epitelial levando a um excesso de
acucares no lumem e diarreia osmotica, com grande perda de &gua; (2) aumento na propor¢ao
de enterécitos imaturos com subsequente deficiéncia enzimética e defeito no transporte de
agua; (3) exsudacdo de proteinas e agua por um epitélio hiperpermeével; (4) efeito das
citoquinas no transporte de liquidos; (5) necrose das células das criptas por mecanismos auto-
imunes mediados pelas células-T; e (6) pela localizagdo ileal dessas anormalidades.> No
intestino grosso, a lesdo dos enterécitos coldnicos também leva a defeito na reabsorcdo da

agua.>®

Diarreia € comum apds TACTH, ocorrendo em 45% a 79% dos pacientes. Usualmente,
a etiologia da diarreia pode ser dividida em trés grupos, baseado no tempo de transplante em
gue se encontra o paciente. Durante os primeiros 20 dias, a causa mais comum para diarreia é
a toxicidade associada ao regime de condicionamento (mucosite), que pode ser responsavel
também por rash cutaneo, sendo esse o principal diagnéstico diferencial para a DECH aguda.
A maioria dos episodios de diarreia acontece dentro desse periodo. Do dia +20 ao dia +100
poés-transplante, a maioria dos episédios é devido a DECH aguda. Infeccdo é relativamente
rara durante esse periodo, correspondendo a menos de 10% dos casos. Apds o dia +100, a

maioria dos casos é decorrente de infeccdo entérica.>>>*
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A graduagdo clinica da DECH aguda do TGI foi feita de acordo com a Consesus
Conference on Acute GVHD Grading55 (Anexo 2), segundo a qual o volume da diarreia,
presenca de dor abdominal, ileo paralitico ou nauseas persistentes influenciam em tal

graduacéo. Sobrevida e grau da DECH aguda intestinal sdo inversamente proporcionais.56

Segundo a Consensus Conference,” a classificacdo clinica da DECH aguda do TGl é

a que se segue:

Grau |: acometimento isolado do TGI superior, com o paciente manifestando hiporexia
acentuada/anorexia, hduseas e/ou vomitos, sem diarreia ou rash cutaneo — requer confirmacao
histolégica com bidpsia de estbmago ou duodeno - ou presenca de diarreia com volume de

evacuacao entre 500 a 1000 ml/dia.
Grau II: Diarreia, com volume de evacuacédo entre 1000 a 1500 ml/dia.
Grau lII: Diarreia, com volume de evacuacédo > 1500 ml/dia.

Grau IV: Presenca de diarreia e/ou dor abdominal grave e/ou ileo paralitico e/ou sangramento

intestinal.

Estudos radiograficos ndo sdo especificos, mas podem mostrar estreitamento da
parede do intestino, dilatacdo luminal e presenca de ar ou nivel de liquido, sugestivos de ileo

paralitico.*®

Os achados mais comuns em tomografias computadorizadas incluem combinacdo de
patologias do intestino delgado e grosso, com distribuicdo frequentemente descontinua,
estreitamento de parede moderado com grande reforgco da mucosa e a escassez de achados

extraintestinais, a excec¢do do envolvimento do trato biliar.>’

2.1.2 — Diagnéstico endoscoépico

Os achados endoscopicos na DECH aguda néo se correlacionam bem com os achados
histopatolégicos e variam de uma mucosa aparentemente normal até a presenca de ulceracao
grave. A presenca de lesBes endoscopicas visiveis € encontrada em uma minoria dos
pacientes (16% a 32%), mas, quando presentes, os achados endoscopicos mais comumente
descritos sdo edema de mucosa, eritema leve a moderado e friabilidade. Erosdes e Ulceras sdo

menos frequentemente encontradas.”>**®

A porcao do TGl em que ha maior probabilidade de
diagnéstico a biopsia também é objeto de debate. Apesar da maioria dos servigos utilizarem
biopsias de estdbmago e duodeno por endoscopia digestiva alta, alguns evitam bidpsia de
duodeno por ser maior o risco de sangramento em pacientes plaquetopénicos e outros
preconizam que biépsias por endoscopia digestiva baixa (retossigmoidoscopia) sdo melhores

para o diagnéstico de DECH.>®
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Socié et al.*® estudando 95 pacientes com suspeita de DECH aguda ou crdnica do TGl
e submetidos a EDA pds-transplante, com média de idade de 35 anos (5-60 anos), encontrou
aparéncia normal do estémago e duodeno em 75% das endoscopias, alteracfes leves, como
eritema em 21% e maiores anormalidades, com aparéncia edematosa da mucosa e Ulceras em
apenas 4% dos procedimentos. Quando a andlise foi restrita aos 65 pacientes com DECH
aguda diagnosticada clinicamente, antes do D+100 poés-transplante, as alteragdes consistiram
em aparéncia normal em 57% das endoscopias, alteracBes leves em 38% e maiores

anormalidades em 8%.

2.1.3 — Diagnostico histolégico e imunohistoquimico

O principal achado histolégico da DECH aguda do TGl é a apoptose de células
epiteliais, originalmente descrita como degeneracdo de células da cripta e, posteriormente,
determinada por exame ultraestrutural como aquele representando a morte por apoptose. Na
DECH, a apoptose é mais proeminente no compartimento regenerativo da glandula ou da
cripta. Quando desenvolvidas, essas células apoptéticas contém vacuolos intracitoplasméaticos
preenchidos com poeira nuclear e outros debris cariorréticos e tém sido descritas como
“explosdo de criptas”. O infiltrado inflamatério da |amina prépria é tipicamente esparso e
consiste primariamente de células mononucleares, apesar de esparsos eosinofilos e neutréfilos
também serem encontrados. Embora nos casos leves 0s corpos apoptoéticos constituam o
Unico achado morfol6gico, nos casos mais graves, a dilatacdo cistica das glandulas ou criptas
devido ao epitélio regenerativo, abscessos de criptas, e franca destruicao epitelial podem ser

encontrados.>* %6162

No estbmago, as células apoptoéticas tendem a ser menores e menos conspicuas que
no colon. Neutréfilos sdo encontrados menos frequentemente atualmente, provavelmente
devido ao fato do diagnéstico ser feito em estadgios mais precoces que nas descricbes mais
antigas. No duodeno e outros sitios do intestino delgado, menores graus de degeneracéo de

criptas séo vistos.”*

O numero de sitios examinados € importante, pois a DECH tende a ter uma distribuicao
descontinua e irregular, sendo recomendado examinar um nudmero maior para evitar
interpretacdes falso-negativas. A presenca de um ou mais corpos apoptéticos no epitélio das
criptas ou glandular por fragmento de bidpsia, é considerada como “consistente com DECH”,
na auséncia de infeccdo concomitante ou suspeita de reacdo a drogas. Interpretacdes falso-
positivas podem decorrer dos efeitos da quimioterapia de condicionamento, presenca de

infeccdes concomitantes e uso de certas drogas, como os inibidores de bomba de prétons.>*>

As recomendagfes propostas para o diagndstico histopatolégico final nas bidpsias,

conforme recomendagcao do NIH Consensus Project™ sdo as seguintes:
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- Auséncia de DECH (para biépsias sem evidéncia de DECH);

- Possivel DECH (para os casos com evidéncia de DECH, mas com outras possiveis
explicacdes para os achados, como presenca de CMV com corpos apoptoticos presentes perto

das inclus@es, colite associada ao MMF, ou achados que sugiram reacdes a drogas);

- Consistente com DECH (evidéncia histoldgica clara de DECH, mas com fatores que possam
mitigar o diagndstico, como amostra limitada, minimos achados com um Unico, ou raros corpos
apoptoticos em células epiteliais, ou quimioterapia e radioterapia recentes. Uma biépsia com
CMV, mas com abundantes corpos apoptoticos ndo associados as células infectadas e

identificados por imunohistoquimica, deve ser consistente para DECH);
- Presenca de DECH (evidéncia inequivoca de DECH).

Estudos imunohistoquimicos como uso de caspase 3 ativada para corpos apoptoticos
néo séo recomendados na rotina clinica e ndo substituem uma colora¢éo hematoxicilina-eosina

de boa qualidade, mas sdo importantes em pesquisas clinicas.”®

Socié et al.*® mostram em seu trabalho gue, quando presente, o edema era
preferencialmente distribuido na parte superior da vilosidade duodenal, assim como os
eosindfilos, muitos deles degranulados, o que € um sinal de ativagao in situ dessas células.

Eosindfilos ativados sdo associados a formas graves de DECH aguda intestinal.®®

Neutréfilos e células mononucleares marcadas por CD45 e CD68 nado tinham
distribuicao especifica, sendo vistas em toda extensédo da lamina prépria. No entanto, células
marcadas com o anticorpo especifico anti-TNF estavam preferencialmente localizadas na parte
superior da lamina propria, quase sempre agrupadas em pequena quantidade e estavam
presentes em 100% das biépsias dos pacientes com DECH aguda. N&do foram vistas no
epitélio, exceto em casos graves de DECH nos quais uma infiltragdo maci¢ca dessas células foi
observada.

Células expressando Fas ndo foram numerosas, mas estavam presentes somente nas
bidpsias com critérios histolégicos de DECH (degeneracao de criptas e apoptose de células
epiteliais). Essas células inflamatérias foram encontradas tanto na lamina propria e no epitélio
glandular. Células apoptéticas foram vistas na lamina propria, mas também no epitélio
glandular em caso de DECH digestivo grave.

2.2 — Permeabilidade intestinal

2.2.1 - O papel do trato gastrointestinal como uma barreira

O sistema gastrointestinal apresenta varias linhas de defesa contra toxinas, antigenos

€ microorganismos, pois se constitui 0 maior sitio de exposi¢do de nosso organismo ao meio
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externo. Essas incluem mecanismos ndo especificos de protecdo do lumen, das células

epiteliais e de resposta imunoldgica.

Mecanismos intestinais luminais comegam com a presenca do acido gastrico e das
enzimas digestivas. Adicionalmente, as células epiteliais das criptas secretam fluidos dentro do
limen que, combinado com a mobilidade gastrointestinal, tendem a “lavar” bactérias e toxinas.
Outro mecanismo de barreira ndo especifico envolve a liberacdo de moléculas de auto-
protecdo, como a imunoglobulina IgA e peptideos anti-microbianos conhecidos como
defensinas e as células de Paneth intestinais, que atuam diretamente nas membranas de

paredes bacterianas, bem como estimulam a secrec¢éo de &cido cloridrico.

Uma segunda linha de defesa é a resposta imunoldgica, realizada pelo sistema imune
presente em uma area especializada do epitélio onde se encontram foliculos linféides. Uma vez
estimulados, esses linfécitos maturam em células imunocompetentes, com a funcéo principal
de apresentacdo de antigenos. As citocinas IL-2 e IL-4 ativadas pelos antigenos que penetram
no epitélio intestinal, atuam na expressao das subpopula¢fes Thl e Th2 dos linfécitos T CD4+

e auxiliam na maturacao de linfdcitos B, promovendo assim, a produgdo de anticorpos.

A Ultima linha de defesa sdo as células epiteliais, que promovem a maior barreira fisica
entre o lumen intestinal e o hospedeiro. O citoesqueleto é a estrutura de sustentacdo do
epitélio intestinal, que se estende através das porcdes latero-apicais das células e forma as
juncdes firmes ou zénulas ocludentes, que representam uma interrupgao natural a continuidade
da membrana celular, tornando-se potenciais vias de acesso de macromoléculas. S&o barreiras
dindmicas que permitem, ou ndo, a passagem bidirecional de véarias substancias, incluindo
possivelmente, células inflamatérias. Esse aspecto promove a base racional dos testes de
permeabilidade intestinal que tém sido utilizados para estudo da funcdo do trato
gastrointestinal. Essas células promovem também papel importante na apresentacdo de
antigenos a células imunes inatas.®**>*

A lesdo da barreira mucosa é de dificil quantificag@o in vivo. Biopsias intestinais sao
impraticaveis em pacientes gravemente plaquetopénicos e com vomitos e nauseas intensos
como ocorre frequentemente na quimioterapia do cancer. Além disso, mesmo que pudessem
ser obtidas, 0 método ndo permite a detecgdo de todo um espectro de alteragbes funcionais
que ocorrem independentemente de lesdes histoldgicas, ou na vigéncia de alteracSes

morfolégicas muito sutis para deteccdo por métodos histoldgicos convencionais.®
2.2.2 — Conceito e rotas de permeacao

O conceito de permeabilidade esta relacionado a propriedade da membrana intestinal
de permitir a passagem de substancias por difusdo ndo-mediada, independentemente do
gradiente de pressdo ou de concentracdo e sem a assisténcia de sistema carreador

bioguimico. A distincdo entre absorcdo e permeacdo descreve os meios de transporte através
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do intestino, mediado por carregador bioquimico e ndo-mediado pelo carregador, o que tem
implicacdo para a nutricdo e para a funcéo de barreira intestinal, respectivamente. A difuséo de
substancias através de uma simples membrana é determinada tanto por sua estrutura
(composicdo, carga elétrica, espessura, etc.) quanto pelas propriedades da substéncia
(tamanho molecular, forma, carga elétrica e solubilidade) e de sua interagcdo com 0 meio
(solvente). No contexto clinico, o conceito se aplica a substancias com peso molecular maior

gue 150 Daltons (Da).***>%°

A permeabilidade intestinal é avaliada ndo invasivamente, in vivo, pela medicdo da
excrecdo urinéria dos substratos do teste, administrados por via oral. E utilizado o principio da
diferenca de excre¢do urinaria de dois substratos, convencionalmente um dissacarideo e um
monossacarideo juntos, que fornecem um indice especifico da permeabilidade intestinal. No

entanto, nenhum teste é abrangente o suficiente para examinar a fungdo intestinal como

barreira, sendo que a maioria dos métodos vai testar somente a barreira das células epiteliais.

A funcéo de barreira exercida pelo epitélio intestinal pode ser considerada dinamica,
apresentando alterag@es transitorias reversiveis apos estresse hiperosmolar e sendo afetada
também por doencas, drogas, dieta, citoquinas, hormdnios e fatores ambientais. A principal
consequéncia dessas alteragGes € a maior permeacao de antigenos a mucosa intestinal, que
pode iniciar ou perpetuar processos inflamatérios. O crescente interesse pelo estudo da
permeabilidade intestinal pode ser explicado pela possibilidade de se obter, de forma nao
invasiva, informacdes acerca de alteracdes que ocorrem no epitélio intestinal, capazes de
elucidar a etiopatogenia de determinadas doencas e permitir a monitorizacdo de medidas
terapéuticas.®*%%

Estudos que mostraram diferencas consistentes dos resultados de permeabilidade de
polimeros de polietilenoglicol — 400 (PEG400), dissacarideos, monossacarideos e
etilenodiaminotetraacetato marcado com cromo radioativo (Slcr-EDTA), que compartilham
propriedades fisico-quimicas semelhantes, e que nao sdo explicadas pelas diferentes técnicas,
procedimentos, doses no teste ou variagdes na coleta da urina, levaram a formulagdo de
teorias que expliguem as rotas de permeacdo através da mucosa intestinal.®® Continua
controversa qual rota transepitelial € utilizada por esses substratos para acessar a corrente
sanguinea. Os substratos parecem atravessar o epitélio por uma de trés rotas: paracelular,

transcelular aquosa e transcelular lipidica.**

Na teoria das duas vias de permeacao, na primeira rota, denominada de transcelular,
as moléculas menores que 0,4 nm, como 0 manitol e a ranose, atravessam as membranas
celulares através de pequenos poros aquosos (0,4 nm a 0,7 nm de raio), de alta incidéncia,
presentes na membrana dos enterdcitos. Na segunda, denominada de paracelular, a

passagem de moléculas maiores que 0,5 nm, tais como a lactulose, a celobiose e *'Cr-EDTA,
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ocorre através de canais aquosos maiores (6,5 nm de raio) existentes nas jungdes firmes, de

baixa incidéncia e susceptiveis ao estresse hiperosmolar (Figura 3).%°

Teoria de Teoria de
duas vias de via
permeacgio unica

Pta"ﬂ?“ga’ Transcelular Moléculas maiores:
_ atrav 7_ as . através de via paracelular
10"90*:,5 u"mes. pequenos poros Moléculas menores:|

moleculas aquosos: vias paracelulare |

| bl |

moléculas transcelular(menos)|
menores 1

v ¥ v £
Rede capilar Rede capilar

Figura 3: Vias de permeacéo. Desenho esquematico que ilustra a teoria de duas vias de
permeacéo e a via Unica de permeagéo utilizando as jun¢des firmes.

O segundo modelo, denominado teoria da via Unica, surgiu por ainda persistirem
incertezas acerca de qual rota é utlizada por alguns marcadores. Quando se utilizam
marcadores com pesos moleculares variados, em diferentes gradientes osmoticos, constata-se
a presenca tanto de poros eletroneutros maiores (6,5 nm) quanto de poros menores (0,7 nm),
cation-seletivos, localizados entre as células epiteliais. As moléculas maiores passariam
exclusivamente pelos poros maiores através da via paracelular, enquanto as moléculas
menores passariam pelos poros maiores e menores, utilizando as vias paracelular e
transcelular, embora a contribuicdo da via paracelular para a permeacao total das moléculas

menores seja pequena.®®

Um modelo alternativo proposto por Hollander®”®®

(Figura 4) para explicar a permeacao
de macro e micromoléculas é baseado na presenca de resisténcia elétrica transepitelial e
postula que todos os substratos atravessam pela via paracelular, nas juncdes firmes. A
evidéncia de que a taxa de permeacdo do manitol relaciona-se de maneira inversa a

resisténcia elétrica transepitelial explica sua alta porcentagem de permeacdo pela via
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paracelular. Devido a heterogeneidade morfoldgica existente entre as juncdes intercelulares do
intestino delgado, com poder de selamento progressivamente maior, a medida que os
enterécitos migram das criptas para as vilosidades, pode-se afirmar que a permeagdo de
macromoléculas como a lactulose e o *'Cr-EDTA fica restrita as juncdes firmes das criptas,
enquanto os monossacarideos, devido ao seu didmetro seccional menor, apresentam

permeacdo livre através do eixo cripta-vilosidade.

Embora ndo haja consenso para explicar as vias de permeacdo, € fato que a
permeacdo a macromoléculas aumenta em processos que causam reacdo inflamatoria na
mucosa intestinal, favorecida pelo afrouxamento nas junc¢bes intercelulares, enquanto a
permeacdo dos monossacarideos retrata a area absortiva da mucosa, caracterizada pela
estrutura vilositaria do epitélio intestinal. Nao esta claro se o aumento da permeabilidade
intestinal necessariamente implica em disfuncdo da barreira mucosa, mas ela pode ser o
evento inicial de uma potencial ruptura em que a quebra da barreira parece estar associada a
eventos adicionais. A progressdo de mudangas na permeabilidade para o surgimento da

doenca aparentemente implica ha presenca de disfun¢do imune ou imunodeficiéncia relativa.®*

Figura 4: Teoria de Hollander para permeag¢&o de macro e micromoléculas.
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2.2.3 — Avaliacdo da permeabilidade intestinal

A permeabilidade intestinal é estudada de forma nédo invasiva por métodos que avaliam
a integridade da barreira epitelial pela excrecdo urindria de substratos administrados por via
oral. Os substratos, absorvidos no intestino, sao filtrados e recuperados na urina, usualmente
durante um periodo de coleta de urina de cinco horas, sendo medidos nas amostras coletadas.
Quando comparada as amostras sanguineas, a medida na urina é mais apropriada, pois a
concentracao dos substratos no plasma é 100 vezes menor. Os substratos utilizados diferem
em peso molecular e em tamanho, mas tém em comum o fato de serem, relativamente, pouco
absorvidos no intestino normal, por serem pouco metabolizados e por ndo sofrerem reabsor¢éo
tubular. Portanto, uma absorcédo significativa de um substrato e sua dosagem aumentada nas
amostras urinarias so6 ocorrera quando houver lesao na barreira mucosa.®®

Inicialmente, ~ substratos  Gnicos, como lactulose, PEG, °'Cr-EDTA e
dietilenetriaminopente-acetato marcado com tecnécio radioativo (gngc—DTPA) foram utilizados,
mas essa abordagem nao foi a ideal porque fatores pré-mucosa, como esvaziamento gastrico,
transito intestinal, diluicdo por secrecdes e degradagdo bacteriana e fatores pos-mucosa, como
doenca renal, volume de distribuicdo, ou mesmo coleta incompleta da urina, assim como a
propria permeabilidade intestinal, influenciavam a recuperagéo urinaria desses substratos na
urina. Para contornar essa deficiéncia, passou-se a utilizar a razdo da excre¢do urinéria de
duas substancias, usualmente um monossacarideo e um dissacarideo, como um indice
especifico da permeabilidade intestinal. Essa razdo é mais precisa porque os fatores pré e pds-
mucosa devem influenciar os substratos igualmente e, portanto, a razdo da excre¢do urinaria

ndo é afetada.®>®

Os testes utilizados para a avaliagdo da permeabilidade intestinal utilizam substratos
gue podem ser divididos em trés grupos: 1) acUcares, 2) isotopos e 3) PEG. A escolha do teste
adequado depende do conhecimento das propriedades de cada substrato. O marcador ideal
deve ser biologicamente inerte e capaz de atravessar o epitélio intestinal por difusdo nao
mediada, através de uma via conhecida.’® A Tabela 3 no Anexo 3 mostra a relacdo dos

substratos mais utilizados, seu peso molecular e porcentagem de excrecdo na urina, utilizando-

se solugdes isosmolares e hiperosmolares.

Os testes com acgulcares tém sido os mais utilizados, principalmente os que empregam
as combinacdes de dois substratos, um com uma molecular maior e outra menor, como
lactulose/manitol e celobiose/manitol. A primeira combinacdo tem vantagem, pois algumas
dissacaridases humanas tém efeito, ainda que pequeno, sobre a celobiose. Existe ainda duvida
a respeito da via utilizada pelo manitol, sendo presumivel sua participagdo tanto na via
paracelular como na transcelular. No entanto, independentemente da via, sua permeacgao
diminui na presenca de atrofia vilositaria. A lactulose tem sua permeacdo aumentada na

presenca de qualquer processo inflamatério, pois causa afrouxamento nas juncdes firmes. As
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solucdes de acucares utilizadas devem ser preferencialmente, isosmolares, pois permitem o
estudo da barreira mucosa sem causar alteracbes da mesma, ao contrario do que ocorre
quando se utilizam solucdes mais concentradas, que determinam estresse hiperosmolar sobre
a barreira e aumentam a permeacdo das macromoléculas. Para a triagem de doencas
intestinais, no entanto, as solugBes hiperosmolares podem ser Uteis, porque aumentam a
sensibilidade do teste. A excrecao destes aclicares pode ser medida através da cromatografia
liquida de alta performance, cromatografia liquido-gasosa ou por ensaios enzimaticos. As
amostras de urina dos testes que utilizam aglcares podem ser armazenadas (congeladas) para

analises posteriores.®

Os testes que utilizam is6topos sdo mais facilmente mensurados, mas apresentam
como desvantagem o fato se serem substratos radioativos. O mais utilizado é o *ICr-EDTA que,
por ser resistente a degradacdo bacteriana, torna--se Util para avaliacdo da permeabilidade
colénica. No entanto, seus valores de excrecao renal apresentam ampla variagao nos controles
e apresenta meia-vida relativamente curta (27 dias), ndo permitindo maior viabilidade das
amostras para armazenamento e posterior anéalise. O 9" Tc.DTPA é menos radioativo, mas

apresenta meia-vida ainda menor (6 horas).*

Moléculas de polietilenoglicol - PEG de diferentes tamanhos (PEG 400, PEG 600, PEG
1000 e PEG 4000) também podem ser utilizadas como substrato. O PEG 400 é o mais
acessivel, pois € comercialmente disponivel e é composto por polimeros de peso molecular
que podem ser separados por cromatografia liquida de alta performance. No entanto, a
vantagem de se avaliar concomitantemente moléculas de tamanhos diferentes nao foi

constatada na prética, pois houve grande variacéo de seus niveis em individuos normais.
2.2.4. - Aplicacbes clinicas

Os testes de permeabilidade intestinal podem ser utilizados para diagnéstico de
patologias gastrointestinais ou para avaliar a progresséo clinica ou monitoramento de resposta

ao tratamento dessas patologias.

Estes testes ndo invasivos podem preceder ou mesmo substituir a necessidade da
realizacdo de procedimentos invasivos para investigacdo do TGI, sendo, portanto mais
vantajosos quando comparados ao padrdo-ouro para a avaliagdo morfolégica das lesGes da
mucosa gastrointestinal, que € a bidpsia por endoscopia digestiva alta ou baixa ou por biépsia
jejunal peroral. Entretanto, seu potencial como teste diagndstico para doencas do ftrato
digestivo ainda necessita ser determinado, pois apesar de ser reconhecida ferramenta
diagndstica para que sejam descartadas lesfes da mucosa intestinal, sua capacidade de
indicar a presenca de anormalidades histolégicas da mucosa tem sido amplamente discutida.
Um exame normal ndo afasta a possibilidade de lesdes da mucosa de grau leve a moderado,

ndo eliminando a necessidade de outras avaliacdes diagndsticas.®**>*
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Os que defendem sua aplicacdo acreditam que os testes de permeabilidade intestinal
podem ser utilizados em situacdes especiais, como em pacientes com sintomatologia pouco
caracteristica do trato digestivo, em criancas e jovens com distUrbios do crescimento, nos quais
a doenca celiaca e a doenca de Crohn (DC) permanecem como suspeita diagnostica e,
finalmente, como forma de confirmar a indicagdo da bidpsia intestinal peroral ou outra

avaliacéo funcional.”

A quebra da integridade da barreira mucosa tem sido associada a mecanismos
etiopatogénicos comuns a vérias doencas inflamatérias do trato gastrointestinal, bem como a
doencas auto-imunes, como o diabetes mellitus e a dermatite atopica. Relaciona-se também a
perpetuacdo da resposta inflamatéria em doentes criticos, mesmo apds a erradicagdo de
infeccbes e focos de inflamacdo, conduzindo a sindrome da faléncia organica miltipla e,
eventualmente, ao 6bito. Outras doencgas intestinais comuns, como giardiase ou infec¢éo por
rotavirus, estdo consistentemente associadas a aumento da permeabilidade intestinal, sendo

que, no entanto, os testes ndo tém especificidade diagnéstica.64

A razao da excrec¢do urinaria de acUcares pode ser usada para confirmar o diagnostico
de doenga celiaca, seguido de dieta isenta de gluten e de medidas de permeabilidade
sequenciais, que podem determinar a necessidade de bidpsia jejunal. Os testes de
permeabilidade intestinal sdo comparaveis, em termos de sensibilidade, com o teste de
absorcdo da D-xilose, gordura fecal ou folato sérico na detec¢do de pacientes com doenca
celiaca ndo tratada.®® A permeabilidade intestinal encontra-se alterada em pacientes celiacos
ndo tratados, com uma sensibilidade de até 96% usando-se a técnica de dois acUcares e
atingindo 100% em alguns estudos em que foi utilizado o **Cr-EDTA,”* sendo que também tém
sido utilizados para avaliacdo da manutencdo da fase de remissdo. Aumento da
permeabilidade ao *ICr-EDTA gue persiste apés o tratamento pode representar ingestdo
inadvertida de glaten, sendo que Perry et al.”” demonstraram que, uma vez introduzida dieta
isenta de gluten, o teste de permeabilidade intestinal apresenta valores semelhantes aqueles

dos individuos saudaveis, em torno de seis meses depois do inicio do tratamento.

Vilela et al.” estudaram o comportamento do anticorpo antigliadina IgA (AGA) e o teste
da permeabilidade intestinal para monitorar pacientes com doenca celiaca em dieta de
restricdo de gluten. Em 22 pacientes celiacos e 11 pacientes normais e saudaveis, realizando a
sorologia e o teste de permeabilidade intestinal antes do tratamento com a dieta e apds 12
meses de observacdo sem gliten, puderam observar que o AGA permaneceu positivo em
40,9% dos pacientes celiacos e a média da excrecdo urinaria de lactulose foi de 10,27% e
manitol 10,18%, relacdo lactulose/manitol de 1,02. No subgrupo de 59,1% dos pacientes em
que o AGA tornou-se negativo, o valor da lactulose foi de 3,79%, do manitol de 11,12% e a
relacdo lactulose/manitol de 0,38, com p<0,0001. Os autores concluiram que a permeabilidade
intestinal permite maior precisdo na correlacdo clinico-fisiopatolégica dos pacientes celiacos

dos que o AGA e oferece mais informacdes para monitorar pacientes com dieta livre de glaten.
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Na doenca de Crohn (DC), de etiologia desconhecida, uma das hipéteses etiolégicas
relaciona-se a resposta imunoldgica alterada ou exagerada por parte do sistema imune da
mucosa intestinal a antigenos intraluminais. O envio ou a apresentacdo do agente ao sistema
imunoldgico da mucosa de maneira que resulte em inflamacédo, e ndo em tolerancia, pode ser
resultado da passagem pela via paracelular, que pode determinar reacdo inflamatéria mais
intensa e, associado a outras observacdes, tem sido aventada a hipotese de que a ruptura da

barreira intestinal € 0 mecanismo central da recidiva na doenca inflamatéria intestinal.®>"

A diferenca na excregdo urinaria de dissacarideos e monossacarideos e do teste de
'Cr-EDTA detectam mais de 90% dos pacientes com envolvimento de intestino delgado na
DC. Os resultados dos testes sdo afetados pela extensdo e atividade da doenca e terapia
efetiva € marcada por significante reducdo na permeabilidade intestinal. Permeabilidade
intestinal normal em pacientes portadores de DC tem implica¢des progndsticas e pode predizer

bem-estar.®®

Admite-se que a administracdo de probiotas pode exercer efeito benéfico sobre a flora
intestinal e, consequentemente, melhorar a funcdo de barreira exercida pela mucosa intestinal.
Assim, Vilela et al.” avaliaram a influéncia do Saccharomyces boulardii na permeabilidade
intestinal de pacientes com DC em fase de remissdo. Em 34 pacientes estudados, divididos em
dois grupos randomizados, sendo para o primeiro grupo administrado placebo e para o
segundo, o S.boulardii, os autores puderam concluir que o S.boulardii reduziu as taxas de
excrecdo da lactulose e a relacdo da excrecdo entre lactulose e manitol, com melhora da
permeabilidade intestinal. Os pacientes com DC, em fase de remissdo, apresentam alteracdes
importantes na integridade da mucosa intestinal, por meio do teste da permeabilidade,

ocorrendo melhora significativa ap6s a utilizagdo do S.boulardii.

Alteracdes na permeabilidade intestinal podem estar relacionadas a alergia alimentar,
na qual alteracbes na maturacdo da barreira poderiam ocasionar aumento na exposicdo a
antigenos ingeridos por via oral, determinando resposta inflamatéria com a secrecdo de
citoquinas, como reacéo inicial contra o alergeno. A presenca de fator de necrose tumoral e do
interferon gama, apods testes de desafio com leite de vaca, o aumento do transporte de
antigenos alimentares e o aumento do transporte paracelular fortalecem a hipétese de que a

resposta inflamatdria, resultante da deteccéo do antigeno, altera a barreira intestinal.”

Os testes de permeabilidade intestinal sdo Uteis para documentacdo de toxicidade
intestinal por drogas e toxinas ambientais. Um exemplo é o efeito de anti-inflamatérios néo
esterdides (AINE’s) no intestino delgado. As alteragdes de permeabilidade em pacientes em
uso de AINE’s (enteropatia induzida) levam a inflamagdo do intestino delgado, com
sangramento, perda de proteinas, disfuncao ileal e estenoses. Alteragfes de permeabilidade
sédo evidentes em pacientes submetidos a quimioterapia, como veremos a seguir, € medidas de

permeabilidade podem levar a um alerta precoce de toxicidade grave iminente. Alcoolistas tém
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aumento da permeabilidade intestinal ao *'Cr-EDTA, que retorna ao normal apés duas
semanas de abstencdo. As implicacdes clinicas do aumento da permeabilidade intestinal em
alcoolistas s@o especulativas, mas esses pacientes podem desenvolver um baixo grau de

enteropatia, semelhante & dos AINE’s.®®
2.2.5 - Permeabilidade intestinal e DECH

As medidas de permeabilidade intestinal sdo usadas na monitoracdo de tratamentos
que visam atenuar a lesdo a barreira mucosa intestinal, provocada pela quimioterapia do
cancer e, de maneira especifica, pelos regimes de condicionamento de transplante de células-
tronco hematopoéticas (TCTH) alogénicos ou autélogos. O papel da lesdo da mucosa intestinal

no desenvolvimento da DECH tem sido enfatizado na literatura.®®’""®

Blijlevens et al.”""9%

preconizam que a mucosite, melhor referida como leséo da
barreira mucosa (LBM), é um efeito colateral inevitavel dos regimes de condicionamento
utilizados para TCTH e é um processo complexo, tido hoje como ocorrendo em cinco fases
(iniciacdo, supra-regulacdo e geracdo de mensagem, ampliacdo e sinalizagéo, ulceracdo e
cicatriza¢cdo), que diminui a qualidade de vida e pode predispor a complica¢fes clinicas mais
graves, incluindo infeccao disseminada, sindrome de obstrucéo sinusoidal, DECH e até mesmo

a morte.

Radiacdo e drogas citotoxicas induzem a liberagdo sistémica de citoquinas pro-
inflamatérias como interleucina 1 (IL1) e fator de necrose tumoral alfa e gama (TNFa e TNFy),
de macréfagos e mondcitos ativados. A radiagdo ionizante também induz diretamente a
expressdo génica de citoquinas. A resposta inflamatéria pode ser especifica a diferentes
classes de agentes quimioterapicos e particularmente a sequéncia dos regimes preparatdrios
para TCTH e o dano intestinal manifestado por destruicdo vilositaria, apoptose e perda da
borda em escova correlaciona-se bem com os niveis plasmaticos de citoquinas. Niveis
elevados de citoquinas sdo detectados tdo precocemente quanto uma semana apos O
transplante e podem estar relacionados a pega do enxerto na auséncia de complicagGes ou
infecgdes, eventos ndo infecciosos e a DECH mais do que propriamente a LBM. Antes da total
destruicdo, IL1, TNFa e TNFy induzem a modificagbes maiores na funcionalidade,
permeabilidade, transporte através da borda em escova, utilizacdo da glutamina (que € a maior

fonte de energia das células intestinais) e integridade das células da mucosa.’

As drogas citotoxicas e a radiagdo interferem nas células de divisdo rapida e a cinética
da proliferacdo das células da mucosa influencia a sua sensibilidade a esses agentes.
Hiperemia e edema da mucosa e submucosa sdo usualmente os primeiros sinais de LBM,
principalmente devido ao aumento da vascularizacdo e da permeabilidade vascular e
estreitamento do epitélio. O processo, usualmente, culmina em ulceracdo em torno de 14 dias
apos inicio da quimioterapia e é também durante essa fase que a microflora residente vai

exercer o seu papel. Quando o epitélio intestinal € rompido, ocorre translocacdo bacteriana e
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oligopeptideos pro-inflamatérios bacterianos, especialmente endotoxinas (LPS), rapidamente
ganham acesso. Em geral, o reparo da LBM é paralelo a recuperacdo hematoldgica, com
resolucdo completa em torno de duas a trés semanas. No entanto, a funcdo do intestino nao
volta ao normal por varias semanas e ma-absorcéo ou diminuicao da atividade enzimatica pode

persistir apés o reparo estrutural.”®

Juntos, esses dados sugerem um papel da LBM como gatilho para o surgimento da
DECH aguda, tanto pela liberacdo de citoquinas quanto pela translocacdo de toxinas

bacterianas.’""*%

O principal achado da LBM intestinal é a perda da superficie epitelial e mudanca na
permeabilidade intestinal. Testes de absor¢cdo de agUcares mostram que a permeacdo esti
aumentada apoés, apenas, dois dias do tratamento quimioterapico, sugerindo que a liberacéo de
citoquinas pode interferir nas jungbes firmes, mais do que diretamente inibir a proliferagéo
celular, o que tende a ocorrer posteriormente. A alteragdo da permeabilidade continua em
progressdo até atingir um pico em torno de sete dias ap6s o final do regime de
condicionamento e retorna ao normal em aproximadamente quatro semanas. E possivel
separar pacientes em risco de desenvolver toxicidade grave a terapia dos pacientes sem risco
aumentado, utilizando testes de solu¢gbes de agUcares, ja que uma correlacdo positiva entre
toxicidade clinica progressiva e aumento da permeabilidade foi encontrada. A utilizag@o destes
testes pode auxiliar no uso de regimes de suporte adaptados para pacientes selecionados, na

tentativa de reduzir morbidade e talvez, mortalidade.”’

Blijlevesn et al.”® estudaram a permeabilidade intestinal, com o uso de testes com
acucares (lactulose e L-ranose), em 129 pacientes que foram submetidos & TCTH autélogo e
alogénico e que receberam diferentes regimes de condicionamento mieloablativos. O estudo
mostrou que, apesar dos testes de permeabilidade de agucares néo diferenciarem a LBM dos
diferentes tipos de regime de quimioterapia, eles puderam determinar o inicio da ruptura e da
disfuncdo da barreira mucosa do intestino delgado e podem, portanto, serem (teis para o

desenvolvimento de testes de intervencao para melhorar ou prevenir esta complicacao.

Torres et al.** utilizou 0 método de permeabilidade para estudar o efeito do aminoacido
glutdmico (glutamina) sobre a barreira mucosa intestinal de pacientes portadores de leucemia
submetidos a TCTH. Foram randomizados em dois grupos, 53 pacientes submetidos a TCTH
alogénico aparentado, um grupo para receber nutricdo parenteral (NP) suplementada com
glutamina e o outro, NP padrédo. Testes de permeabilidade intestinal com lactulose e manitol
foram realizados com o objetivo de mensurar o dano mucoso da terapia de condicionamento.
Os testes foram realizados a admissédo na unidade de transplantes em 84,9% dos pacientes,
no D+6 pés-transplante em 88,7% e no D+14 pds-transplante em 71,7% e ndo houve diferenca
nos dois grupos. Todas as medidas de permeabilidade intestinal pioraram progressivamente ao
longo do estudo, mas um dado relevante mostra que a relacdo lactulose/manitol se encontrava

em média dois desvios-padrao acima do valor encontrado em controles normais antes do
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condicionamento, isto €, a admissao para o transplante. O estudo conclui que a suplementacéo
de glutamina foi eficaz em reduzir a mortalidade em curto prazo desta populacdo selecionada,
inclusive com reducdo na mortalidade relacionada a DECH. Esse efeito nao pode ser atribuido
a preservacdo da integridade da mucosa intestinal, ja que as medidas de permeabilidade néo
mostraram diferenga nos dois grupos, sendo possivel que a glutamina apresente efeito

imunomodulatério.

Em 1994, Mahendra et al.?* descreveram o caso de uma paciente de 38 anos, género
feminino, portadora de leucemia aguda e submetida a TCTH alogénico, com diagnéstico clinico
de DECH aguda intestinal, e que foi submetida a estudos de permeabilidade intestinal com
*'Cr-EDTA e *C-manitol além de cintilografia com leucécitos marcados com **mTc (tecnécio),
com resultados consistentes com inflamacgéo intestinal e DECH intestinal. Os autores
concluiram que a utilizacdo de estudos de permeabilidade intestinal poderia contribuir para o
diagnostico da DECH intestinal assim como para avaliar sua extensdo e resposta ao

tratamento.

Koltun et al.®* em 1996, estudaram a hipotese de a DECH aguda intestinal levar a um
aumento da permeabilidade intestinal em ratos. A relacdo da excrec¢do urinaria de lactulose e
L-ranose administrada por via oral foi quantificada diariamente, durante duas semanas, em
ratos com DECH aguda intestinal causada ou por transplante de intestino delgado aparentado
ou por injecao intraperitoneal de linfécitos esplénicos aparentados. Um aumento significativo de
duas a quatro vezes na relacdo lactulose/L-ranose foi visto em ambos os grupos, mostrando
um aumento na permeabilidade intestinal do hospedeiro, sendo que esse aumento foi atenuado

apos o tratamento desses animais com ciclosporina A.

Os estudos mostram que a permeabilidade da mucosa intestinal esta comprometida em
pacientes submetidos & TCTH e varios estudos mostram o beneficio da utilizac@o dos testes de
permeabilidade intestinal na avaliacdo da mucosite (LBM). No entanto, ndo existem estudos na
literatura que utilizam os testes de permeabilidade intestinal para diagnostico da DECH e/ou

para avaliacdo de resposta ao tratamento.

O padrdao ouro para diagndstico da DECH ¢é constituido pelas alteracbes
histopatolégicas obtidas de biépsias gastrica, duodenal ou colbnica, por meio de procedimentos
endoscopicos. Tais exames acarretam frequentemente complicagcbes, como os riscos de

hemorragias, em decorréncia da plaguetopenia.

Desta forma, o desenvolvimento de métodos ndo invasivos para o diagnéstico da
DECH gastrointestinal representa sem dulvida, um avanco diagndstico dessa entidade,

possibilitando o inicio do tratamento mais precoce.

Assim sendo, o projeto de pesquisa apresentado visa promover o diagndstico mais
preciso e precoce da DECH aguda do TGlI, que representa uma das maiores complicacdes do

TCTH alogénico, avaliando-se o estudo da permeabilidade do intestino no diagnéstico e



43

progndstico dessa entidade, comparando-a com os elementos clinicos, endoscépicos e

histopatolégicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Geral

Descrever as alteracdes clinicas, endoscépicas, histoldgicas, o indice de apoptose e as

medidas de permeabilidade intestinal de pacientes submetidos a TACTH.

3.2 — Secundarios

a) Verificar eventuais correlagdes entre as alteracdes encontradas e o desenvolvimento
de DECH clinica.

b) Descrever as alteracdes endoscopicas e histopatoldgicas dos diferentes
diagnésticos diferenciais da DECH, de natureza infecciosa (citomegalovirus, adenovirus,

infec¢des fangicas, H.pylori e Clostridium difficile).
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4. PACIENTES E METODOS

4.1 - Pacientes

Foram avaliados 31 pacientes submetidos a TACTH na Unidade de Internacdo de
Transplante de Medula Ossea do Hospital das Clinicas da UFMG (HC-UFMG), entre agosto de
2007 e maio de 2010. Estes preencheram os critérios de inclusdo listados abaixo e que
aceitaram participar do estudo apdés serem informados sobre a pesquisa e receberem as
explicagBes necessarias sobre o estudo e os testes a que seriam submetidos (testes de

permeabilidade intestinal e endoscopia digestiva alta ou baixa com bidpsias).
Os critérios de elegibilidade foram:

e Pacientes submetidos a transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas
aparentado ou ndo-aparentado, utilizando-se como fonte de células a medula éssea, as
células-tronco periféricas ou 0 sangue de corddo umbilical, com condicionamento
mieloablativo ou nado-mieloablativo, para tratamento de doencas hematoldgicas
malignas ou ndo-malignas, na Unidade de Transplante de Medula Ossea do Hospital
das Clinicas da UFMG.

e Idade igual ou superior a 14 anos.

e Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo 4) pelo

paciente e seu responsavel legal, quando menor de 18 anos.

Os pacientes foram internados e avaliados clinicamente conforme a rotina dos TCTH
alogénicos. As rotinas empregadas pela equipe de transplante alogénico estdo descritas a

sequir:

Condicionamento

Foram utilizados os condicionamentos habituais empregados na unidade de
transplantes do HC-UFMG. A combinag¢do de bussulfano e ciclofosfamida foi usada no
condicionamento das leucemias agudas e leucemia mieldide crbnica, ciclofosfamida (associada
ou ndo a fludarabina e alentuzumabe) para o condicionamento das aplasias medulares graves
e a combinacdo de fludarabina com ciclofosfamida, melfalano ou bussulfano, para os

condicionamentos de intensidade reduzida ou ndo-mieloablativos.

Profilaxia e tratamento da DECH

O enxerto coletado nao foi manipulado in vitro. A profilaxia da DECH foi feita in vivo
pelo uso isolado de ciclosporina (CSA) ou pela associac¢do de ciclosporina (CSA) e metotrexato

(MTX) ou micofenolato mofetil (MMF). Todas as medicacdes foram administradas conforme
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protocolos do Servico de Hematologia, em concordancia com o regime de condicionamento
utilizado pelo paciente. A adaptacao ou suspenséao da profilaxia foi feita conforme as rotinas do
servico e, em caso de suspensdo antes do prazo previsto, usualmente por toxicidade, foi

substituida por prednisona, VO, ou metilprednisolona, IV, na dose de 1 mg/Kg/dia.

O tratamento da DECH aguda ndo €& padronizado no Servico e a escolha foi
individualizada. Todos os pacientes receberam dose inicial ou aumento da dose de
metilprednisolona para dose de 2 mg/kg/dia, IV, como terapia de primeira linha e a terapia de
segunda linha foi feita com o inicio de drogas adicionais como tacrolimus, metotrexato,
micofenolato mofetil (MMF) e anticorpos monoclonais como basiliximabe, daclizumabe ou

alemtuzumabe.

Profilaxia de infeccdes

Os pacientes foram hospitalizados em quartos individuais. A profilaxia antibacteriana
ndo foi utilizada. A profilaxia das infec¢bes por Pneumocystis jerovesi foi feita através do uso
de sulfametoxazol-trimetropina. A profilaxia antifiingica consistiu no uso de fluconazol desde o
inicio da neutropenia até sua recuperacdo. A profilaxia antiviral consistiu na administracéo do

aciclovir desde o momento da internagdo, até a recuperacao da neutropenia.

Um protocolo uniforme foi seguido por todos os pacientes para avaliagdo clinica e

realizagdo dos exames complementares:

e A admissdo na Unidade de Transplantes: coleta de dados, assinatura do TCLE e
estudo de permeabilidade intestinal antes ou durante o regime de condicionamento.

e Pacientes sem sintomas de comprometimento do TGI: avaliagdo clinica, coleta de
dados e estudo de permeabilidade intestinal préximo aos D+14 e D+30 pos-
transplante.

e Pacientes com sintomas de comprometimento do TGl (nauseas/vomitos, hiporexia
acentuada e diarréia), em qualguer momento entre o D+14 e o D+90 pés-transplante:
avaliacéo clinica e classificacdo clinica da DECH se presente conforme a Consensus
Conference,” coleta de dados, realizacdo de endoscopia digestiva alta com bidpsias
de estdbmago e duodeno e estudo de permeabilidade intestinal préximo aos D+14 e
D+30 pds-transplante. As amostras de bidpsias foram enviadas para o Laboratério de

Anatomia Patolégica do Instituto Alfa de Gastroenterologia do HC-UFMG.
Foram considerados critérios de exclusao a participagédo no estudo:

e Idade inferior a 14 anos.
¢ Realizagéo de transplante autélogo de medula éssea.

e Recusa do paciente em assinar o TCLE.



47

e Gravidade clinica que ndo permitia a realizacdo dos procedimentos relacionados ao
estudo: choque, insuficiéncia respiratéria, insuficiéncia renal e distarbios graves da

coagulacéo.

Os prontuarios dos pacientes foram revisados pelo pesquisador para coleta sistematica
de dados clinicos e laboratoriais que pudessem, eventualmente, ser Uteis na avaliacdo e
discussao dos resultados, conforme protocolo elaborado para o estudo.4.2 — Avaliagédo clinica
da DECH

Todos os pacientes incluidos no estudo foram acompanhados clinicamente do periodo
da internacdo até a alta hospitalar ou o D+90 pés-transplante, o que viesse primeiro, e foi
considerado compativel com diagnéstico clinico de DECH aguda o aparecimento dos

sinais/sintomas relatados abaixo, com inicio apés o D+14 pc’;s-transplante:”'19

e Para DECH aguda de pele: exantema maculopapular, podendo ser pruriginoso ou
doloroso, com ou sem presenca de descamacdo, acometendo, quando leve,
principalmente regido retroauricular, pescogco e tronco e/ou regido palmo-plantar e,
quando grave, eritrodermia difusa com necrose da epiderme e presenca de bolhas e
descamacéo;

e Para DECH aguda de figado: alteragbes das provas de funcdo hepatica e
hiperbilirrubinemia direta, compativel com ictericia colestatica, com bilirrubina total >2,0
mg/dl;

e Para DECH aguda gastrointestinal: presenca de hiporexia ou queixas dispépticas
acentuadas, nauseas e/ou vomitos e diarreia com volume superior a 500 ml de

evacuacao ao dia, com ou sem presenca de enterorragia e/ou ileo e/ou dor abdominal.

Os critérios utilizados para estadiamento da DECH aguda foram os revistos pela
Consensus Conference on Acute GVHD Grading.* Estudo prospectivo de Cahn JY et al®
comparando a gradacdo de Glucksberg que foi validada pela Consensus Conference® e a
gradacgdo do Registro Internacional de Transplante de Medula Ossea (IBMTR) nZo mostrou
vantagem de um sistema sobre outro. O estadiamento final do grau clinico da DECH aguda foi
feito a partir do estadiamento de cada 6rgdo isolado. Vide tabelas com os critérios para

estadiamento no Anexo 2.
Para fins de analise, optamos por reagrupar o estadiamento da DECH em dois grupos:

e DECH aguda clinica leve a moderada, nos pacientes cujo estadiamento final
apresentava graus | ou Il.

e DECH aguda clinica grave, nos pacientes cujo estadiamento final apresentava graus I
ou IV.
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4.3 — Testes de permeabilidade intestinal

Os testes da permeabilidade intestinal foram realizados no laboratério do Grupo de
Estudos da Barreira Gastrointestinal na Faculdade de Medicina da UFMG, segundo técnica
padronizada por Vilela et al.”®, utilizando-se lactulose e manitol como substratos e

quantificando-se a taxa de excregao urinéria.

Os pacientes tinham prescricdo de jejum absoluto a partir das 24 horas do dia anterior
ao exame, com um periodo de jejum de seis horas e, apds eliminar qualquer eventual residuo
urinario, eram orientados a ingerir 120 ml de solu¢do padrdo contendo 6,25 g de lactulose
cristalina PA a 95%, Sigma—AIdrich® e 3,0 g de manitol cristalino PA, Sigma—AIdrich®. A
osmolaridade desta solucéo € semelhante a plasmatica, a fim de se evitar dano ao epitélio

intestinal.

Durante as cinco horas subsequentes, a urina do paciente era coletada em frasco
vedado para evitar perda e evaporacdo das substancias contidas na mesma. Ao final desse
periodo, apds verificacdo do volume final eliminado em cinco horas, uma aliquota de 50 ml de
urina era separada em um segundo frasco menor e a ela se adicionava 10 mg de timerosal,
para impedir o0 crescimento bacteriano. Tais amostras eram rotuladas e estocadas em freezer a
-20°C.

Para a dosagem das substancias na urina, foi utilizado o aparelho de Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC) da marca Schimadzu®, composto por uma bomba injetora,
um auto-injetor, um controlador integrado a um software, que permitia que as leituras fossem
interpretadas sob uma plataforma do tipo workstation, e um medidor de indice de refragéo.
Pequena quantidade de urina (50) pl, depois de filtrada em filtro milipore e passada por uma
resina de troca ibnica, era introduzida no aparelho através do auto-injetor. A lactulose e o
manitol foram separados pela coluna Phenomenex Rezex RHM-Monossacaride H+®
(dimensdes: 300 x 7,8 mm) com fase mdvel utilizando agua milli-Q 100% (pura). Foi utilizada
uma pressao de 50 Kgf e injecao de 0,6 mL da amostra bioldgica (urina) por minuto a partir do

qual, pelo principio fisico da refracdo, se diferenciavam a lactulose e o manitol.

No médulo que operava por refracao, diferentes amplitudes de ondas geradas pela
solucdo contendo lactulose e manitol eram captadas e interpretadas pela workstation em
tempos diferentes, determinados pela separacdo ocorrida na coluna, o que chamados de
tempos de retencdo. Tais leituras de amplitude de onda eram entdo transformadas em

elementos gréficos (curvas ou cromatogramas). (Figura 5)
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FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
GRUPO DE ESTUDOS DA BARREIRA GASTROINTESTINAL (GREBGI)
TESTE DA PERMEABILIDADE INTESTINAL

Nome do paciente: LACTULOSE PADRAO - Phenomenex ant. 24.03.11

Data do exame: 24/3/2011 13:07:13

Nome do Método: C:\CLASS-VP\Methods\Coluna NH2.met

Nome do Arquivo: C:\CLASS-VP\Cromatogramas Controle\LACTULOSE PADRAO - Phenomenex ant.

24.03.11
0,01004: 7 o
|
0,0075 -
£ 0,0050 -
S
[l
0,0025 - %
o
2 =
0,0000 - p3
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Minutes
RID 6A
Pk# Name Retention Time Area Units
1 9,439 274193
Lactulose
Totals
274193
Conclusio:

Porcentagem de excrecio da lactulose:
Porcentagem de excreciio do manitol:
Relag¢do de excre¢do:

Figura 5: Cromatrograma representando a curva correspondente a taxa de excre¢ao urinaria da
lactulose.

Para padronizacdo do teste, solu¢bes com quantidades conhecidas de
lactulose e manitol foram avaliadas separada e repetidamente no HPLC, permitindo a
determinacdo da equacdo da reta das mesmas e a obtencdo dos nimeros que representavam
as areas sob as curvas. A area sob a curva de cada molécula obtida pela workstation
corresponde a concentracdo da substancia na urina em g/dl. Em seguida, calculava-se a taxa

de excrecédo da lactulose e do manitol através das seguintes formulas:
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Lactulose: L x vol(u)/1000 x 100

6

Sendo L a concentracao de lactulose na urina em g/dl; vol (1) o volume urindrio obtido

em cinco horas e o denominador 6 representando a quantidade total de lactulose ingerida.

Manitol: M x vol(u)/1000 x 100
3

Sendo M a concentracdo de manitol na urina em g/dl; vol (i) o volume urinério obtido
em cinco horas e o denominador 3 representando a quantidade total de manitol ingerida.

Finalmente, a relacdo entre a taxa de excrecdo urinaria das duas substancias era

obtida dividindo-se a taxa de excrecdo da lactulose pela taxa de excre¢do do manitol.

4.4 — Exames de endoscopia digestiva alta e histologia — padréo de referéncia

Os exames de endoscopia digestiva alta foram realizados no Setor de Endoscopia
Digestiva do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG, de acordo
com a seguinte rotina:

a) Preparo do paciente: jejum de oito horas.

b) Medicacado que foi utilizada: dimeticona, 40 gotas, via oral e lidocaina spray na orofaringe,
imediatamente antes do procedimento. Todos 0s pacientes, exceto aqueles com contra-
indicacdes clinicas, foram sedados com meperidina e midazolan por via endovenosa, em doses
individualizadas.

c) Os exames foram realizados no Setor de Endoscopia por especialistas do servico. Foram
utilizados gastroscépios padréo, com tubo de insercao de 100cm, didmetro externo de 9,8mm e
diametro do canal de biépsias de 2,8mm. Foram usadas pincas de biépsias compativeis com
0s endoscoépios, com abertura do férceps entre 0,5mm e 0,7mm.

d) A desinfec¢cdo dos endoscapios foi realizada, conforme rotina do setor, em glutaraldeido a
2% por 20 minutos. As pin¢as de biopsias foram esterilizadas em autoclave.

e) Durante a endoscopia as alteragcdes observadas no segmento examinado foram descritas
conforme a Classificacdo de SidneyBS(TabeIa 4). Foram colhidos sistematicamente dois
fragmentos de bidpsia para estudo histolégico da mucosa da segunda porcéo duodenal, do
antro e corpo géstricos.

f) O material das bidpsias foi acondicionado em formol a 10% e encaminhado ao Laboratorio de

Anatomia Patolégica.
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Para realizacdo das bidpsias, foi definido que a contagem de plaquetas dos pacientes
fosse igual ou superior a 50.000/mms3. Os pacientes com contagens inferiores receberam
transfuséo de concentrado de plaguetas antes do procedimento.

As amostras de tecido gastrico e duodenal armazenadas em formol a 10% foram
enviadas para o Laboratorio de Anatomia Patoldgica do Instituto Alfa de Gastroenterologia do
HC-UFMG, para serem processadas em parafina e coloracdo em hematoxicilina-eosina (HE);
as amostras de bidpsias de estdbmago também foram coradas em Giemsa para pesquisa de
Helicobacter pylori.

Todas as biopsias foram avaliadas quanto a classificacdo histolégica de Sidney
modificada,®® e a presenca de altera¢cdes compativeis com DECH intestinal foram avaliadas
conforme citado no item 2.1.3 e descritas separadamente. O edema foi avaliado conforme
intensidade: nenhum, moderado ou grave.

Tabela 4:

Classificacdo endoscopica — Sistema Sidney85

Topografia* Categoria Grau de intensidade
Fundo Enantematosa Leve
Corpo Erosiva plana Moderada
Antro Erosiva elevada Grave
Atrdéfica

Hemorragica
Refluxo

Pregas mucosas hiperplasicas

Termos descritivos

Edema Nodosidade
Enantema Hiperplasia de pregas mucosas
Friabilidade Atrofia das pregas mucosas
Exsudato Visibilidade do padrdo vascular
Eroséo plana Areas de hemorragia intramural

Erosao elevada

* quando duas regides gastricas sao afetadas, denomina-se pangastrite, dando énfase ao
segmento mais acometido.
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4.5 — Obtencédo do indice apoptotico (IA) e imunohistoquimica
4.5.1 - Obtencéo do indice apoptotico

O indice Apoptético (IA) foi obtido em laminas coradas por TUNEL,®” de maneira cega
(e sem prévia informacéo). A quantificacdo de células apoptéticas foi realizada por um Unico
observador, considerando-se como critério de inclusdo a presenga simultdnea de pelo menos
trés das caracteristicas morfolégicas peculiares do processo:
Anoiquia - retracdo celular e perda de ades8es entre células e membrana basal.

Condensacédo citoplasmética e nuclear - compactacdo da cromatina nuclear em massas

densas uniformes, alinhadas no lado interno da membrana nuclear, as vezes formando
imagens de crescentes.

Fragmentac&o nuclear - convolucdo e fragmentagdo da membrana nuclear — sem cariorrexe ou

ruptura.

Fragmentacéo celular — com formacao dos corpos apoptoticos.

O IA foi determinado pela seguinte formula:
(1A) = (Z n° de células apoptoéticas / £ n° de células totais) x 100

Para a validacdo dos critérios morfolégicos da quantificacdo do IA e da técnica de
TUNEL®" (Apoptag® Peroxidase in situ, Apoptosis Detection Kit, Cat $7100, Chemicon), foi

realizada também imunohistoquimica para Bax (Mouse x Bax, Invitogen, Cat.#18-0218).

4.5.2 — Deteccdo in situ de apoptose: método de TUNEL® - TdT-mediated DNTP Nick end
labeling.

a) Os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em concentragBes decrescentes de
alcool etilico e para permitir a penetracdo do tampao contendo TdT e nucleotideos marcados,
foi feita a aplicacao de Proteinase K (2mg/ml) diluida em PBS na propor¢édo de 1:100 durante
20 minutos.

b) Para o bloqueio da peroxidase enddgena, utilizou-se o perdxido de hidrogénio (30 vol.)
diluido em metanol na proporcéo de 1:2 durante 30 minutos. Apés a remocdo do excesso da
solugédo ao redor do corte, as laminas foram cobertas com tampao de equilibrio por 10 minutos
e, em seguida, incubadas em camara Gmida a 37°C com 100pl de enzima TdT diluida durante
uma hora.

¢) Foram lavadas por trés vezes com PBS e os cortes foram cobertos com 100ul de tampéo de
parada, agitados por 15 segundos e incubados por 10 minutos a temperatura ambiente.

d) Os cortes foram incubados em camara Umida a temperatura ambiente com 100ul do

antidigoxigenina conjugado por 30 minutos.
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e) A revelagdo foi efetuada com DAB + Substrate Chromogen Systen (DAKO Corporation®,
Carpinteria, USA, Cat.K3768) e a contracoloracdo com Hematoxilina de Harris (Sigma
Chemical®, USA), durante 30 minutos, & temperatura ambiente.

f) Apés desidratacdo em alcool etilico absoluto e imersao em xilol, as laminas foram montadas

com Enthelan e, posteriormente, examinadas em microscépio de luz.
4.5.3 — Avaliacdo da apoptose pela expressédo da proteina Bax

a) As laminas foram desparafinadas em estufa a 58°C e submersas em xilol | e 1I, 90%, 80% e
70% e lavadas em solucéo salina de PBS por cinco minutos.

b) Foi feita a recuperacéo antigénica com solugdo de tampdo citrato pH 6,0 por 20 minutos, em
banho-maria, & temperatura de 93°C. ApGs atingirem a temperatura ambiente, as laminas
foram lavadas em agua destilada.

c) Foi feito o bloqueio da peroxidase enddégena gotejando-se o reagente peroxidade block
sobre os cortes e, incubando-se por 15 minutos, a temperatura ambiente. Os cortes foram
lavados em agua destilada e, posteriormente, em solugdo tampdo de lavagem por cinco
minutos, a temperatura ambiente.

d) Secou-se ao redor dos cortes e aplicou-se o0 anticorpo primario biotinilado (anticorpo
monoclonal produzido em camundongo para Bax clone 2D2 Invitrogen) e incubou-se por 12
horas em camara Umida, a temperatura ambiente. Apds, foram feitas duas lavagens em
solucao tamp&o por cinco minutos cada.

e) Secou-se ao redor dos cortes e aplicou-se o complexo estreptavidina-peroxidase e
incubaram-se as laminas em camara Umida por 30 minutos, a temperatura ambiente. As
seccdes foram depois lavadas duas vezes em tampé&o.

f) Secou-se ao redor dos cortes, aplicou-se do DAB (diaminobenzidina) e incubou-se por cinco
minutos, a temperatura ambiente.

g) Foram lavadas em agua destilada corrente e contra-coradas com hematoxilina e montadas
com Ethelan.

O kit utilizado para essa técnica foi o Novocastra® (Peroxidase Detection Systems —
R712). A diluicdo utilizada de cada anticorpo foi de 1:200.

Além da marcacao especifica (grumos castanhos amarronzados no citoplasma), foram
consideradas caracteristicas morfologicas de apoptose: retracdo celular com projecdes
digitiformes da membrana, anoiquia e formagdo de corpos apoptéticos; convolugdo e
fragmentacdo da membrana nuclear e a compactacdo da cromatina em massas densas

uniformes alinhadas no lado interno da membrana nuclear.
4.5.4 — Analise morfométrica

Para o estudo morfométrico, imagens digitais das laminas histoloégicas foram adquiridas

utilizando o sistema de video-camara acoplado ao microscopio de luz Olympus CH30 com
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objetiva de 40x para a realizacdo da contagem de células em apoptose e determinacdo do IA.
As imagens foram transferidas pelo sistema de video-cAmara a um computador e capturadas
através do Software Honestech TVR 2.5. A aquisicdo de imagens foi realizada no Laboratério
de Morfometria do Departamento de Patologia Geral do ICB-UFMG. A quantificacdo do IA foi
realizada através do analisador de imagens Media Cybernetics Image Pro-Plus, verséo 4.0.

Em relagdo ao indice apoptético foram realizadas diversas comparacgfes, a fim de
avaliar possiveis diferencas entre paciente com DECH em seus diversos graus quanto ao IA.
Foram realizadas também comparacbes do I|A relativamente aos achados histoldgicos,
endoscépicos e a mortalidade. Em relacdo a esse desfecho, sua analise deveu-se ao fato de
que a DECH aguda é a principal causa de o6bito em pacientes submetidos a TACTH. Nesse

sentido, Socie et al.*® correlacionou apoptose e mortalidade ao D+90.

4.6 — Analise estatistica

Os dados coletados foram armazenados em um banco de dados criado no programa
EpiData 3.1. Os dados referentes ao estudo da permeabilidade intestinal foram analisados
utilizando-se o programa SPSS versao 13.0 e os dados referentes ao indice de apoptose foram
analisados utilizando-se o programa Graph Pad Prisma versao 5.0.

4.7 — Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais, juntamente com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), parecer numero ETIC 092/07 (Anexo 1). Todos os pacientes leram e assinaram o
TCLE.
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5-RESULTADOS

5.1 — Pacientes

Foram incluidos 31 pacientes no estudo, admitidos para realizacdo de TACTH.

Dos 31 pacientes, 16 eram do sexo feminino (51,6%). A idade variou entre os 14 e os
58 anos (31,35 + 9,09 anos). Em relagédo ao diagnéstico, nove pacientes (29%) apresentavam
patologias ndo malignas, oito (25,8%) apresentavam patologias malignas de baixo risco e 14
(45,2%) apresentavam patologias malignas de alto risco, sendo considerado como de baixo
risco pacientes com leucemia mieloide crénica (LMC) em primeira fase crbnica, leumemias
agudas em primeira remissdo e mielodisplasia com anemia refrataria com ou sem sideroblastos
em anel, enquanto que pacientes de alto risco apresentavam LMC em fase acelerada ou
blastica, leucemias agudas em segunda ou terceira remissdo ou refratarias ou mielodisplasia
que ndo anemia refrataria.®* Vinte e sete pacientes (87,1%) foram submetidos & TCTH
aparentado e quatro pacientes (12,9%) a TCTH ndo-aparentado. O regime de condicionamento
foi mieloablativo em 21 pacientes (67,7%) e n&o-mieloablativo em 10 (32,3%).%® A profilaxia
para DECH foi realizada com CSA e MTX em 17 pacientes (54,8%), com CSA e MMF em dois
(6,5%) e com CSA isolada em 12 (38,7%)89. Como fonte de células-tronco foi utilizada medula
O6ssea em 10 pacientes (32,3%), células-tronco periféricas em 19 (61,3%) e células de cordao
umbilical em dois (6,5%).

Vinte e cinco pacientes (80,6%) apresentaram quadro clinico de mucosite, que foi
classificada de acordo com os critérios de toxicidade da ECOG,* sendo 10 pacientes (32,25%)
com mucosite leve a moderada (graus 0,1 e 2) e 15 (48,38%) com mucosite grave (graus 3 e
4). Dos 25 pacientes, 11 (44%) necessitaram em pelo menos um momento de nutricdo enteral
e parenteral. Cinco pacientes (20%) receberam apenas nutricio enteral e um caso (4%)
recebeu apenas nutricdo parenteral.

Para fins de andlise das alteracbes encontradas a endoscopia, histologia e
permeabilidade intestinal, os pacientes foram separados em dois grupos:

O Grupo 1 era composto de 11 pacientes (35,5%) que apresentaram diagnéstico clinico
de DECH aguda e o Grupo 2 era composto de 20 pacientes (64,5%) sem diagndstico clinico de
DECH aguda. Todos os 11 pacientes com diagndéstico clinico de DECH aguda apresentaram
quadro clinico de DECH gastrointestinal (vide estadiamento em Tabelas 6 e 7), sendo que
cinco apresentaram DECH aguda de pele e quatro apresentaram DECH aguda de figado,
concomitantemente a DECH intestinal, com trés pacientes apresentando acometimento dos
trés érgéaos.

N&o houve diferenca estatistica entre sexo, idade, diagnoéstico, tipo de transplante,
regime de condicionamento, fonte de células e profilaxia da DECH nos dois grupos analisados,

como mostra a Tabela 5.



Tabela 5
Caracteristicas demograficas, de diagnéstico e de tratamento dos pacientes analisados

DECH clinica pos

n=11 (35,5%)

DECH Clinica neg
n=20 (64,5%)

Sexo

Idade (anos)

Diagndstico

TACTH

RC

Profilaxia DECH

FC

Mucosite

=
M

Idade (média)

N&o maligna
Maligna baixo risco
Maligna alto risco

Aparentado
N&o aparentado

Mieloablativo
Nao mieloablativo

CSA
CSA/MTX
CSA/MMF

MO
CTP
Cordao

Ausente
Leve/moderada
Grave

7 (63,6%)
4 (36,4%)

14 - 53 (35,8)

2 (18,2%)
1 (9,1%)
8 (72,7%)

10 (90,9%)
1 (9,1%)

7 (63,6%)
4 (36,4%)

4 (36,4%)
5 (45,4%)
2 (18,2%)

2 (18,2%)
8 (72,7%)
1 (9,1%)

2 (18,2%)
2 (18,2%)
7 (63,6%)

9 (45,0%)
11 (55,0%)

15 — 58 (28,9)

7 (35,0%)
6 (30,0%)
7 (35,0%)

17 (85,0%)
3 (15,0%)

14 (70,0%)
6 (30,0%)

8 (40,0%)
12 (60,0%)
0

8 (40,0%)
11 (55,0%)
1 (5,0%)

4 (20,0%)
8 (40,0%)
8 (40,0%)

DECH=doen¢a do enxerto-contra-hospedeiro; pos=presente; neg=ausente; F=sexo feminino; M=sexo masculino;
TACTH=transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas; RC=regime de condicionamento; CSA=ciclosporina
A; MTX=metotrexato; MMF=micofenolato mofetil; FC=fonte de células; MO=medula éssea; CTP=células-tronco

periféricas.

Tabela 6

Estadiamento clinico geral dos pacientes com diagnostico de DECH aguda

Estadiamento clinico

Leve —grau |

Moderado — grau Il

Grave —graus lllelV 9

TOTAL

N %

0 0,0%

2 182%
81,8%

11 100,0%

DECH=doenca do enxerto-contra-hospedeiro.
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Tabela 7

Estadiamento clinico de cada érgao isolado dos pacientes com diagndstico de DECH aguda

Estadiamento clinico Grau TGI Grau Pele Grau figado
Grau | 2 (18,8%) 3 (60,0%) 1 (25,0%)
Grau I 2 (18,8%) - -
Grau Il 3 (27,3%) 1 (20,0%) 2 (50,0%)
Grau IV 4 (36,4%) 1 (20,0%) 1 (25,0%)
Total 11 (100,0%) 5 (100,0%) 4 (100,0%)

DECH=doenca do enxerto-contra-hospedeiro; TGI=trato gastrointestinal.

Treze dos 31 pacientes (41,9%) foram a 6bito no periodo do estudo, com os 6bitos
acontecendo entre o D+8 e 0 D+66 pds-transplante, com mediana de 37 dias. Quatro Obitos
(36,4%) ocorreram no Grupo 1 (n=11) , trés por DECH aguda grau IV de TGl e um por
infeccdo, esse também com diagnostico de DECH aguda grave, e nove 6bitos (45,0%) no
Grupo 2 (n=20), sendo quatro por SOS, quatro por insuficiéncia respiratdria (sindrome de

angustia respiratéria do adulto - SARA) e um por infec¢ao/sepse.

5.2 - AlteracBes endoscopicas

Quinze pacientes foram submetidos a endoscopia digestiva alta no periodo até o D+90
poés-transplante com um total de 21 esofagogastroduodenoscopias. Alteracdes endoscépicas
visiveis foram observadas em 11 das 21 (52,4%) endoscopias realizadas. As anormalidades da
mucosa mais comumente encontradas foram erosdes e Ulceras esofageanas, gastrite
enantematosa de moderada intensidade, areas de hemorragia subepitelial no corpo, erosdes
em antro e pangastrite acentuada com presenca de micronodularidade, duodenite erosiva,
duodenite enantematosa, aspecto serrilhado da mucosa e petéquias duodenais (nimero de
bidpsias analisadas: eséfago n=3; estbmago n=7; duodeno n=6). Outro encontro foi o de
moniliase esofageana em um paciente.

N&o foram realizadas endoscopias digestivas baixas nos pacientes estudados.

A correspondéncia entre a suspeita clinica de DECH, no momento da realizacdo do
exame e as observacdes endoscopicas sugestivas, foi positiva em 10 dos 21 () e negativa em
seis dos 21 (28,6%) procedimentos realizados, sendo que ndo houve significancia estatistica.
(Tabela 8).
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Tabela 8
Correspondéncia entre o diagnostico clinico de DECH aguda e as alteracdes endoscépicas e
histolégicas p6s-TACTH

DECH clinica pos DECH clinica neg P
Endoscopia (n=21) pos 10 (47,6%) 1 (4,76%) 0.149
neg 6 (28,6%) 4 (19,04%) ’
Histologia (n=19) pos 4 (21,05%) 0 0.530
neg 11 (57,90%) 4 (21,05%) ’

DECH=doenca do enxerto-contra-hospedeiro; TACTH=transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas;
pos=positivo; neg=negativo.

5.3 - Alterac8es histoldgicas

N&o foram realizadas bidpsias em dois procedimentos, devido a sinais evidentes de
sangramento. Biépsias de esbdfago foram realizadas somente quando da hip6tese de infecgéo
viral ou fangica.

As alteracBes histoldgicas sugestivas de DECH mais frequentemente encontradas, no
estdbmago (n=3), foram presenca de infiltrado inflamatdrio predominantemente leucocitéario,
necrose do epitélio glandular, aumento da apoptose e presenga de corplsculos apoptoticos e,
no duodeno (n=3), presenca de atrofia e ulceragdo da mucosa, vilosidades achatadas com
diminuicdo da relagdo vilosidade:cripta, vacuolizagdo celular, &reas de erosdo, atipias
regenerativas nas criptas e frequentes alteracées nucleares com aumento da apoptose, além

da presenca de infiltrado inflamatério granulomononuclear, congestéo e areas de hemorragia.

Tabela 9

Correspondéncia entre as alteragdes endoscopicas e histologicas

Histologia pos Histologia neg Total P
Endoscopia pos 1 (25,0%) 10 (66,7%) 11(58,0%)
Endoscopia neg 3 (75,0%) 5 (33,3%) 8 (42,0%) 0,262
Total 4 (100,0%) 15 (100,0%) 19 (100,0%)

pos=positiva; neg=negativa.

A correspondéncia entre alteracdes endoscopicas sugestivas de DECH e a
confirmagédo histolégica ocorreu em apenas uma das 19 endoscopias em que foi realizada
biopsia como mostrado na Tabela 9. Somente quatro das 19 amostras (21%) de bidpsia

apresentaram diagndstico histologico de DECH, sendo que esses quatro pacientes



59

apresentavam suspeita clinica no momento do exame. (Tabela 8). Em cinco pacientes com
suspeita clinica, foram observados sinais de gastrite crénica discreta e inespecifica ou

duodenite crénica em atividade, ambos de etiologia ndo determinada a histologia.

Outras alteracdes histoldgicas que ndo a presenca de sinais sugestivos de DECH foi a
presenca de moniliase esofageana (n=1), de Helicobacter pylori no estdbmago (n=1) e de

inclusBes sugestivas de citomegalovirose em bidpsias de estbmago (n=2) e duodeno (n=1).

5.4 - indice apoptético

A analise do indice apoptdtico (IA) e os estudos de imunohistoquimica foram realizados
em apenas nove pacientes devido ao fato das amostras de bidpsias disponiveis néo
contemplarem uma area representativa, isto €, um nimero de campos suficientes para analise
e referéncia estatistica, principalmente devido a presenca de artefatos e fragmentacao. O IA foi
calculado em 10 campos para cada paciente e os valores de IA variaram de 3,791% a 24,51%.
A média dos 10 campos analisados para cada paciente foi de 6,503% a 11,92% e a mediana
de 6,198% a 12,43%. (veja Tabelas 10 e 11 no Anexo 5).

As Figuras 6 a 8 mostram a tela do computador com programas de andlise de imagens
(Image Pro Plus verséo 4.5), utilizado para célculo dos indices apoptéticos. As Figuras 9 a 11
mostram a mucosa do trato gastrointestinal de um paciente onde se vé células inflamatérias em
apoptose demonstrando fragmentacdo do DNA/TUNEL e as Figuras 12 e 13 mostram a

mucosa do TGl com células inflamatérias em apoptose expressando a proteina BAX.

File Edt Acqure Enhance Process Messure Macro Window Help
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Figura 6 - Tela do computador com programas de analise de imagens (Image Pro Plus
versdo 4.5), utilizado para calculo dos indices apopt6ticos.
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Fle Edt Acquie Enhance Process Measure Macro Window Help

Figura 7 - Tela do computador com programas de andlise de imagens (Image Pro Plus
versao 4.5), utilizado para célculo dos indices apoptoéticos.
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Figura 8 - Tela do computador com programas de analise de imagens (Image Pro Plus
versao 4.5), utilizado para célculo dos indices apoptoticos.
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Figura 9: Células inflamatérias em apoptose demonstrando fragmentacdo do DNA/TUNEL
(Objetiva 40X).

R A ' A
Figura 10: Células inflamatérias em apoptose demonstrando fragmentagéo do DNA/TUNEL
(Objetiva 40X).
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proteina Bax (Imunohistoquimica para Bax).
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Figura 13: Mucosa do trato gastrointestinl. Células inflamatorias em apoptose expresando a
proteina Bax (Imunohistoquimica para Bax).

O IA foi avaliado em relagdo aos 6bitos, por DECH ou por MRT, estadiamento da
DECH, diagnoéstico endoscopico e diagnoéstico histolégico sendo que ndo houve significancia
estatistica, possivelmente devido ao tamanho reduzido da amostra. As Tabelas 12 a 16
mostram os resultados, juntamente com as Figuras 14 a 18.

Tabela 12
Comparacdo entre os valores da mediana do |A e 6bitos
Obitos sim Obitos n&o P
IA 8,10% 7,20% 0,1384

IA=indice apoptoético.
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Obitos versus IA
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Figura 14: Grafico de comparacédo entre a média do IA dos 6bitos e ndo-6bitos.

Tabela 13
Comparacao entre os valores do IA e os 6bitos por DECH, 6bitos por MRT (ndo-DECH) e
pacientes vivos

Obitos por DECH  Obitos por MRT Vivos P

1A 9,056% 7,964% 7,202% 0,1582

IA=indice apoptético; DECH=doenca do enxerto-contra-hospedeiro; MRT=mortalidade relacionada ao transplante.
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Figura 15: Gréafico com os resultados da comparacao entre os IA dos 6bitos por DECH, 6bitos
por MRT e pacientes vivos.



65

No teste de comparagdo multipla de Dunn entre os ébitos por DECH versus 6bitos por

MRT, 6bitos por DECH versus vivos e Obitos por MRT versus vivos nao houve significancia
estatistica

Tabela 14
Comparacao entre os valores do IA e a gravidade clinica da DECH aguda intestinal
Grau da
DECH v [ 1 I Ausente P
intestinal
1A 9,056% 6,987% 8,394% 8,729% 6,701%% 0,0539
IA=indice apoptético; DECH=doenc¢a do enxerto-contra-hospedeiro
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Figura 16: Grafico dos resultados do IA nos diferentes graus de estadiamento clinico da DECH
aguda do TGI dos pacientes do estudo.

No teste de comparacao mdultipla de Dunn entre os resultados do IA, os diferentes

graus de acometimento do TGl e os pacientes sem DECH, ndo houve diferenca estatistica.

Tabela 15
Comparacao entre os valores do IA e o resultado da EDA
EDA pos EDA neg P
IA 8,211% 7,157%

0,0392

IA=indice apoptético; EDA=endoscopia digestiva alta; pos=positiva; neg=negativa.
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Figura 17: Grafico comparando os resultados dos IA com os da EDA

66

Tabela 16
Comparacéo entre os valores do IA e o resultado da HISTOLOGIA
Histologia pos Histologia neg P
IA 7,730% 7,894% 0,3803

IA=indice apoptético; pos=positiva; neg=negativa.
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Figura 18: Grafico comparando os resultados dos IA com os da HISTOLOGIA
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5.5 - Permeabilidade intestinal

Dos 31 pacientes incluidos no estudo, 25 (80,64%) realizaram a avaliacdo de
permeabilidade intestinal na fase pré-transplante, 21 (67,74%) realizaram a avaliagdo em torno
do D+14 pés-transplante e 11 (35,48%) realizaram em torno do D+30 pés-transplante, sendo
gue apenas nove (29,0%) conseguiram realizar o exame nos trés periodos, conforme
programado inicialmente.

Os resultados dos testes de permeabilidade intestinal foram analisados utilizando-se a
relacdo entre as taxas de excrecdo urinaria da lactulose e do manitol (R L/M) e utilizando-se
como ponto de corte a média = 2 desvios padrdo de um grupo de 16 controles sadios (Anexo
6), que foi determinada como 0,0119. Consideramos como alterada a R L/M dos pacientes que
se encontrava acima desse ponto de corte, e como normal a R L/M dos pacientes abaixo desse
ponto de corte.

Os resultados da associagdo entre as R L/M 1,2 e 3 e DECH clinica estdo na Tabela

17, sendo que ndo houve significancia estatistica.

Tabela 17
Correspondéncia entre o diagnostico clinico de DECH aguda e a permeabilidade intestinal no
periodo pré-TACTH e nos D+14 e D+30 p6s-TACTH

DECH clinica pos DECH clinica neg P

R L/M 17 (n=25) pos 4 (40,0%) 2 (13,3%) 0,175
neg 6 (60,0%) 13 (86,7%)

R L/M 2* (n=20) pos 6 (66,7%) 6 (54,5%) 0,670
neg 3 (33,3%) 5 (45,5%)

R L/M 3% (n=11) pos 2 (40,0%) 1(16,7%) 0,545
neg 3 (60,0%) 5 (83,3%)

R L/M 1"=exame colhido na fase pré-TACTH; R L/M 2*=exame colhido no D+14 p6s-TACTH;
R L/M 3%=exame colhido no D+30 pés-TACTH.
TACTH=transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas; pos=positivo; neg=negativo.

Como em algumas situagfes o valor da lactulose se encontrava indetectavel, isto €,
abaixo do nivel de deteccao do aparelho que é de 0,01%, quando o valor da R L/M encontrava-
se acima do ponto de corte estabelecido, esse dado era descartado da analise estatistica, pois
o0 percentual de deteccao poderia se encontrar em qualquer ponto entre zero e 0,01%.
Entretanto, como o limite minimo de detec¢cdo de 0,01% é o numerador da R L/M, quando o
resultado se encontrava abaixo do ponto de corte, o dado era utilizado. A Tabela 18 mostra os
resultados da R L/M pré-TACTH e dos D+14 e D+30 p6s-TACTH dos pacientes estudados.
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Tabela 18
Resultados da R L/M pré-TACTH e dos D+14 e D+30 pés-TACTH dos 31 pacientes estudados.

Permeabilidade Intestinal

Casos RLM1 RL/M2 RL/M3
1 0,0083 0,0045 -
2 0,0478" 0,0544" 0,347*
3 0,033" 0,0047 0,0028
4 0,001 0,007 0,005
5 - 0,043" 0,025"
6 0,0059 0,002 -
7 0,0107 0,86" -
8 0,0103 0,165" -
9 0,0008 - -
10 0,0823" - -
11 0,0023 0,002 -
12 0,0125" 0,0383" -
13 0,00069 0,0025 -
14 - 0,0255" -
15 0,0042 - -
16 0,0006 0,285" 1,142%
17 - - -
18 0,00052 0,0013 0,0054
19 0,0033 - -
20 - - 0,0022
21 0,0014 0,0126" -
22 0,008 0,0464" 0,0107
23 - - -
24 0,0273" - -
25 0,0115 0,0285" 0,0018
26 0,0066 0,0009 0,0028
27 0,0112 - -
28 0,004 0,227" -
29 0,0021 0,019" -
30 0,02% 0,034" 0,001
31 - - -

Média 0,0127 0,091755 0,140518

Desvio padrdo 0,018479 0,197626 0,347591

7 Exames acima do limite de corte estabelecido como alterado, de 0,0119, que é a média + 2 desvios-padrdo de uma
populacéo controle (Anexo 6)
® Dado excluido da analise pelo fato do valor da lactulose estar abaixo do nivel de deteccéo do aparelho que é de
0,01% e, portanto o percentual de deteccdo poderia se encontrar em qualquer ponto entre zero e 0,01%.
R L/M=relagao lactulose/manitol; TACTH=transplante alogénico de células-tronco hematopoéticas; R L/M 1=realizada
no pré-TACTH; R L/M 2=realizada no D+14 p6s-TACTH; R L/M 3=realizada no D+30 p6s-TACTH.

5.6 - Mucosite

Sabendo da relagdo entre a presenca de lesdo da mucosa do TGl na fase de
condicionamento e o desenvolvimento de DECH aguda, analisamos a associacdo entre
mucosite grave e DECH aguda (Tabela 19), mas o resultado também n&o apresentou

significancia estatistica nos pacientes estudados.
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Tabela 19
Relacéo entre a presenca de mucosite grave e DECH clinica.
DECH clinica pos DECH clinica neg P
Mucosite grave 7 (63,6%) 8 (40,0%)
Mucosite ausente 0,37
' 4 (36,4%) 12 (60,0%)

leve ou moderada

DECH=doen¢a do enxerto-contra-hospedeiro; pos=positivo; neg=negativo.



70

6 — DISCUSSAO:

O TACTH é utlizado como terapia curativa de um grande numero de doencas
hematolégicas malignas e ndo-malignas, sindromes de faléncia medular e de algumas
desordens hereditarias do metabolismo. Por outro lado, a DECH é a maior causa de
mortalidade desse procedimento nao relacionada a recidiva da doenca de base. Apesar de, na
ultima década, ter ocorrido um declinio na frequéncia de faléncia orgénica, infeccdo e DECH
aguda grave como causa de mortalidade relacionada ao transplante (MRT), a DECH aguda do

TGI continua sendo um obstaculo importante a sobrevida.”%

6.1 — O diagndéstico clinico versus o “padrao-ouro” e a busca por outros métodos

preditivos ou diagnosticos da DECH aguda

Existem varias outras condi¢cdes que podem mimetizar ou coexistir com a DECH
aguda, como a toxicidade dos regimes de condicionamento que podem causar anorexia,
nauseas, vomitos, dor abdominal e diarreia que também sado caracteristicos da DECH,
toxicidade por drogas (muito comum em pacientes poés-transplantes em uso de
antibioticoterapia de largo espectro, drogas antifingicas e antivirais, drogas
imunossupressoras, hiperalimentacdo, uso de metotrexato e uso de analgésicos opibides) e
infecc@o entérica por virus, bactérias e fungos. Os sintomas da colite por CMV, por exemplo,
diarreia e dor abdominal, podem ser muito similares aos da DECH aguda.*®

O diagnéstico da DECH aguda se baseia inicialmente em critérios clinicos de disfuncédo
da pele, figado e trato gastrointestinal, sendo esses determinantes para inicio da terapia
imunossupressora adequada.93 Entretanto, a importancia da melhoria diagnéstica da DECH se
deve pelas seguintes razdes:

- Terapéutica imunossupressora grave e prolongada, com seus consequentes efeitos
colaterais, principalmente infec¢des oportunisticas graves;

- Presenca de infeccdes de dificil distingcdo clinica da DECH cujo manejo € dificultado pela
imunossupressao e cuja causa € esta mesma condi¢ao;

- Necessidade de diagnéstico precoce a fim de reduzir a gravidade das les6es em 6rgéos alvo
e mortalidade relacionada ao transplante através da terapéutica.94

Para se obter uma estratégia adequada entre os diversos e contraditorios processos de
tratamento, um diagnostico preciso da DECH aguda € crucial para melhorar os resultados do
tratamento e o prognostico.

Como relatado, o diagnéstico da DECH aguda, usualmente, € baseado em critérios
clinicos, mas como a maioria dos sinais e sintomas é inespecifica, a confirmacao histologica
pode, ou deve ser feita, especialmente, se o0s sintomas s&o atipicos, se acometem
isoladamente o figado ou intestino ou se existem outros possiveis diagnésticos diferenciais

como reacao a drogas ou im‘ecg(”)es.93
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Na Unidade de Transplantes do Hospital das Clinicas da UFMG, a semelhanca do que
é revelado na literatura, o diagndstico da DECH é baseado na presenca de sinais e sintomas
clinicos, iniciando-se terapia imunossupressora especifica e buscando-se, posteriormente, a
confirmacédo histolégica. O estadiamento clinico é feito de acordo com os critérios ja
mencionados, critérios esses validados na literatura.>*
A incidéncia da DECH aguda, clinicamente definida, nos pacientes do estudo de

35,5%, esta dentro do descrito na literatura,**819%¢

que varia entre 35% a 70%. Todos o0s
pacientes com diagnostico clinico foram submetidos a EDA com biépsias de estbmago e
duodeno buscando uma confirmacéo histolégica, considerada com padrdo-ouro.

A questdo ética de se realizar endoscopias digestivas altas em pacientes
assintomaticos foi uma das dificuldades, das muitas encontradas, do presente estudo. Optou-
se pela realizagdo do exame endoscopico apenas em quem apresentava sintomas do TGl,
possivel mas ndo necessariamente relacionados a DECH. Outra dificuldade foi o recrutamento
dos sujeitos da pesquisa, usualmente sofridos e debilitados por internacdes e tratamentos
guimioterapicos prévios. Os pacientes sentiam-se desconfortiveis com a hipdtese de
realizacéo de endoscopias digestivas ao lerem o TCLE e muitas vezes, recusaram participar do
estudo, mesmo sendo informados de que as endoscopias fazem parte da rotina do Servico de
Transplantes para pacientes sintomaticos.

A excecdo do estudo histopatolégico de biopsias de pele, figado ou estbmago/intestino
dos pacientes com suspeita clinica, ndo ha qualquer outro método diagnéstico validado para a
DECH aguda,95 assim como ndo existem métodos diagndsticos ou clinicos® gue possam
predizer quais pacientes sdo de maior risco para desenvolvimento da DECH aguda, ou até
mesmo para predizer sobrevida.”

Alguns métodos presentes na literatura, como alguns daqueles utilizados nesse estudo,
sdo meétodos caros, trabalhosos e com pouca ajuda tanto para predicdo quanto para o
diagndstico da DECH.

Paczesny et al.”® realizaram microarray de 120 anticorpos de proteinas em 42
pacientes que foram submetidos a TACTH, tendo revelado oito potenciais biomarcadores para
diagnéstico da DECH aguda. Por método de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), 0s
niveis desses biomarcadores foram avaliados em amostras de 424 pacientes submetidos a
TACTH que foram randomicamente divididos em dois grupos (grupo “treinamento” n=282 e
grupo “validagdo” n=142). A analise de regressdo logistica desses oito biomarcadores
determinou a composicdo de um painel de quatro proteinas (receptor alfa da interleucina-2,
receptor-1 do TNF, interleucina-8 e fator de crescimento do hepatdcito) que separava,
otimamente, pacientes com e sem DECH aguda, sendo o parametro clinico utilizado como
diagndstico. Segundo os autores, esse painel de quatro biomarcadores pode confirmar o
diagnéstico de DECH em pacientes com sintomas clinicos e promover informacfes
progndsticas independentemente da gravidade da DECH.

Liu et al.”” realizaram um estudo prospectivo para investigar a relacdo entre a diarreia

relacionada ao regime de condicionamento (RC), a liberacdo sistémica de citoquinas
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inflamatérias durante o RC, a fase precoce poés-transplante e o desenvolvimento da DECH
aguda em 101 pacientes submetidos a TACTH. O estudo confirmou que a correlacdo entre
diarreia e DECH aguda clinica graus Il a IV é relacionada ao nivel sérico de TNF-a e
interleucina-6 durante o RC e durante a fase precoce pés-transplante. Esses achados, segundo
0s autores, implicam que a simples mensura¢cdo do volume de diarreia durante o RC e a fase
precoce poés-transplante pode ser um método Util para predizer a ocorréncia de DECH aguda
graus Il a IV.

Como nos exemplos citados, a quase totalidade dos estudos de avaliagdo de métodos
progndsticos ou diagnésticos para DECH aguda a fazem comparando com os achados e a
classificacéo clinica. Apesar de a literatura tender a considerar o diagnéstico histolégico como
0 padrao-ouro, na auséncia desse método e de outros métodos diagnésticos validados, o
diagndstico clinico ainda é soberano, e pacientes com forte suspeita clinica de DECH aguda,

principalmente do TGI, mesmo sem confirmaco histoldgica, serdo tratados como tal.>*%%

6.2 — O diagndstico endoscépico e a histologia como “padrao-ouro”

Um dos objetivos desse estudo, a tentativa de descrever as altera¢cfes encontradas em
diversos métodos propedéuticos e, eventualmente, correlaciona-las com a DECH clinica,
relacionava-se a busca de métodos que auxiliassem no diagnostico da DECH aguda de TGl e
dispensassem procedimentos endoscépicos em pacientes muito debilitados e com muitas
restricdes aos mesmos e, na maioria das vezes, plaguetopénicos graves e, portanto, com
elevado risco de sangramento a biépsia, principalmente de duodeno.

Qual é o papel da endoscopia digestiva no diagnéstico da DECH aguda do TGI?

O exame endoscoépico é um passo importante na busca do diagnéstico definitivo da
DECH do TGI, pois ele permite observar a totalidade da mucosa de esbdfago, estdbmago,
duodeno e colorretal, permite a obtencdo de diagndstico diferencial (p.ex. presenga de
moniliase), além de permitir a obtengdo de amostras de tecido para avaliagao histologica. A
controvérsia persiste na capacidade de as alteracBes endoscoépicas predizerem as alteracfes
histolégicas ou de terem qualquer impacto na decisédo clinica.

No presente estudo, de 21 procedimentos endoscOpicos realizados, 10 (47,6%)
apresentaram correlacao entre o diagndstico clinico e alteracdes endoscépicas significativas,
entretanto sem significancia estatistica. Somente um (5,3%) dos 19 procedimentos histolégicos
realizados apresentou correspondéncia entre o diagndstico endoscopico e o diagndstico
histolégico. Em quatro pacientes a histologia foi importante para diagnéstico diferencial,
principalmente, o de moniliase esofageana e de infeccéo por CMV.

A correlacdo entre as alteragdes endoscépicas e o diagndstico clinico da DECH, a
importancia do procedimento endoscépico e a correlacdo entre endoscopia positiva e histologia

positiva para DECH s&o motivo de grande discussao na literatura.



73

Ponec et al.98 descreveram as anormalidades de EDA’s em 10 pacientes submetidos a
TACTH, com sintomas tipicos de DECH do TGI e com confirmacéo histol6gica (padrédo-ouro),
mostrando a grande variabilidade das alteracdes e destacando os pontos fortes e fracos dos
meétodos endoscdpicos e histoldgicos: (1) A aparéncia endoscopica do estdbmago e duodeno da
DECH aguda pode variar de normal a edema ou a eritema leves, até a total destruicdo da
mucosa. Nas fases iniciais, os achados sdo inespecificos, mas na DECH grave as alteracdes
endoscoépicas sdo tipicas. (2) As alteragBes de mucosa visiveis macroscopicamente podem ter
distribuicao desigual, algumas vezes parecendo gravemente acometida em uma area e normal
em outra. (3) Amostra de tecido em quantidade adequada é fundamental e deve se estender
até a muscular da mucosa para uma visdo completa da arquitetura das criptas, 0 que é
dificultado pela situagdo clinica do paciente e a presenca de plaquetopenia. (4) Nem a
endoscopia digestiva nem a histologia, avaliadas isoladamente, s&o confidveis para o
diagnostico da DECH aguda. (5) Devem ser utilizados outros pardmetros de gravidade, como
os dados clinicos, porque apesar da possibilidade de fornecerem o diagndstico, tanto a
endoscopia quanto a histologia sdo insuficientes para predizer a gravidade da DECH (6).

Ainda, o diagnéstico histoldgico pode néo se correlacionar com a aparéncia endoscopica.

Khan et al.*® estudaram 191 pacientes pediatricos com media de idade de 7,6 anos (DP
de 5,6 anos), em um total de 198 procedimentos endoscépicos realizados entre 14 a 1050 dias
poés-transplante realizados devido a presenca de sintomas clinicos de nauseas, vémitos e/ou
diarréia. Alteracbes endoscépicas visiveis estavam presentes em 63 (32%) das 198
endoscopias e em 40 (64%) das 63 que foram realizadas antes de 100 dias pds-transplante. As
anormalidades de mucosa mais comumente descritas foram edema, hiperemia, granulosidade,
erosdo focal ou nodularidade. A correspondéncia entre as alteragfes endoscopicas e a
evidéncia histologica de DECH aguda ocorreu em nove dos 63 (14%) procedimentos.

Cruz-Correa et al.'® de maneira mascarada, compararam 96 imagens endoscopicas da
mucosa intestinal de 44 pacientes p6s-TACTH, definidas como positivas ou negativas para
DECH, com a correspondéncia dos achados histolégicos, que foram considerados como o
padrdo-ouro. Utilizando 162 pares de endoscopia-histologia, uma associacdo positiva entre a
graduacdo endoscopica e a graduacao histolégica da DECH do TGI foi observada e o autor
conclui que diagnéstico endoscopico se correlacionou com o diagnéstico histolégico, tanto na
DECH do TGI aguda quanto na crénica .

Cheung et al.'®™ avaliaram retrospectivamente a correlacdo entre as alteracdes
endoscopicas e histoldgicas e o impacto da endoscopia digestiva alta ou baixa no manuseio
clinico da DECH de 101 pacientes, utilizando a histologia com padrdo-ouro para o diagndstico.
De 42 EDA'’s, realizadas em pacientes com queixas de dor epigastrica, nauseas e vémitos, 27
foram consideradas positivas, mas somente 14 (33,3%) pacientes apresentaram diagnéstico de
DECH a histologia. A sensibilidade global para a presenca de DECH foi de 100% mas a
especificidade foi de apenas 54%. O valor preditivo positivo foi de 52% e o preditivo negativo

de 100%. De um modo geral, a acuracia da EDA para o diagnostico foi de 69%. De 62
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sigmoidoscopias, realizadas em pacientes com diarreia, 51 foram consideradas positivas e 34
(54%) apresentaram comprovacao histoldgica. A sensibilidade foi de 97% e a especificidade de
34%. O valor preditivo positivo foi de 63% e o preditivo negativo de 91%. A acuracia para
diagndstico da DECH da sigmoidoscopia foi de 68%. De 57 pacientes com histologias
negativas para DECH, 10 (18%) apresentaram resultados negativos para pesquisa de infec¢éo
e foram tratados como DECH, levando-se em consideracdo apenas o resultado da endoscopia.
Os autores concluem que ha possibilidade de que a endoscopia tenha um papel critico na
deciséo clinica, devendo-se quando possivel, buscar a confirmagao histoldgica.

Utilizando essa mesma linha da importancia do procedimento endoscdépico, Bojarski et

102
al.

realizaram um estudo piloto utilizando a endomicroscopia confocal (CEM), método néo
invasivo e que permite a realizacdo de histologia in vivo , realizada durante a endoscopia, para
diagndstico da DECH aguda do TGI. Em um total de 35 pacientes, em 14 de 19 pacientes com
DECH histologicamente confirmada o diagnéstico pode também ser estabelecido pela CEM,
que apresentou uma sensibilidade de 74% e especificidade de 100%. A vantagem do método
esta na rapidez do diagnéstico e no fato de se evitar transfus@es de plaquetas e realizacdo de
biépsias.

Os autores, de um modo geral, terminam por concluir que os métodos endoscépicos
sdo considerados métodos complementares ao diagnéstico clinico, mas sdo necessarios para
diagndstico da DECH aguda do TGl em pacientes sintomaticos, e que a histologia deve ser
realizada, mesmo em endoscopias com aparéncia normal, devido a necessidade da menor
incerteza possivel para iniciar o tratamento da DECH aguda. Complicac8es resultantes de
procedimentos endoscopicos apds TACTH estdo relacionadas ao risco de bacteremia, de
sangramento apoOs bidpsias, principalmente do duodeno, e de perfuracdo intestinal e néo

devem ser desconsideradas.*®%31%

6.3 — Avaliagdo do indice Apoptético

O diagnéstico histolégico da DECH aguda, considerado como o padréo-ouro, é feito se
a amostra de bidpsia mostra algum grau de apoptose de células epiteliais da cripta, associada
a presenca de restos cariorréticos, perda de células da cripta, dilatagdo da mucosa das criptas
e das glandulas, abscesso ou obliteracdo das criptas e presenca de infiltrado inflamatério de
células predominantemente mononucleares nas criptas e na lamina prépria.51’60’61'62’98'99’lOl A
importancia da biopsia tem sido enfatizada na literatura por estudos que mostram que 30% a
80% de pacientes submetidos a TACTH e que persistem com sintomas do TGlI, ndo explicados

clinicamente, apresentam DECH histoldgica, apesar da mucosa normal a endoscopia.ﬂ"c""98

A obtencdo de bidpsias por método endoscépico, entretanto, nem sempre esta
disponivel ou é bem sucedida. Ela, frequentemente, resulta em uma amostra inadequada ou
ndo representativa, sem considerar as complicagfes ja citadas. No presente estudo, dos 21

procedimentos endoscoépicos, foi possivel a realizacdo de bidpsias em 19, mas apenas nove
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dessas amostras apresentaram qualidade técnica para realizacdo do indice apoptotico e dos

estudos de imunohistoquimica.

Além disso, a limitagdo mais significativa no diagnoéstico histolégico recai no fato do
patologista basear-se no encontro de apoptose de células epiteliais e ndo ver as alteragdes do
epitélio como um todo, mesmo quando isto estd 6ébvio para o endoscopista. Numerosas
biépsias deveriam ser realizadas para evitar o problema das alteracfes da mucosa serem
focais, o que quase sempre ndo tem como ser feito devido a presenca de plaquetopenia e de
outras alteracdes da coagulacdo sanguinea. Em termos de poder diagnéstico, a histologia

apresenta um bom valor preditivo positivo e boa especificidade a custa de um baixo valor

preditivo negativo e de baixa sensibilidade.*™

Outros pontos relevantes para o patologista sdo: (1) o fato das alteracdes histolégicas
da DECH, frequentemente, envolverem as por¢des mais profundas das criptas e, portanto, as
biépsias devem se estender até a muscular da mucosa e devem ser seccionadas
perpendicularmente a superficie mucosa; (2) a DECH leve pode apresentar somente apoptose
esparsa de células epiteliais sem infiltrado inflamatdrio significativo; (3) nas formas mais graves
da DECH do TGI, ocorre desnudamento do epitélio, sendo que a apoptose pode estar

ausente.”®

Qual é a importancia da presencga de apoptose no diagndstico da DECH aguda do TGI?

N&o encontramos, na literatura pesquisada (MEDLINE, LILACS, SCIELO), nenhum
trabalho que avaliou o uso do indice apoptético, como descrito nesse trabalho, para diagnéstico
da DECH aguda de TGI.

Socié et al.”® utilizou o método de TUNEL¥ para avaliacio de apoptose em
microscopia eletrénica e a densidade de células coradas foi graduada como ausente, de 1-5
células, de 5-10 células e >10 células, levando-se em conta a distribuicdo entre o epitélio e o
infiltrado inflamatério, mas sem utilizar o indice descrito nesse trabalho. Nos 95 pacientes, a
analise univariada de mortalidade relacionada ao transplante (MRT) no D+90 versus achados
histolégicos mostrou que mais de 20 neutréfilos por campo, mais de cinco células apoptoticas
por campo de infiltrado celular e mais de cinco células marcadas por Fas por campo de
infiltrado celular foi significativamente associado ao aumento da mortalidade. Na analise
multivariada, mais de cinco células apoptoticas por campo de infiltrado celular e mais de 20
neutrélilos por campo continuaram como fatores de risco independentes. Quando associada a
dados clinicos, mais de cinco células apoptoticas por campo de infiltrado celular permaneceu
com significancia estatistica. Na anélise multivariada da MRT em um ano, a presenca de mais
de cinco células apoptéticas por campo de infitrado celular continuou associada

significativamente a um mau prognéstico.

Melhorias na qualidade da enxertia pds-transplante e na profilaxia reduziram de forma
significativa a incidéncia e a gravidade da DECH aguda. Como resultado, os patologistas estéo

mais propensos a encontrar alteracdes leves do que quadros avancados e, de fato, uma Unica
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célula apoptoética em uma bidpsia pode estar presente. Para determinar os critérios minimos

105 avaliaram

gue devem ser estabelecidos para o diagnéstico da DECH, Nguyen et al.
retrospectivamente 85 bidpsias de 47 pacientes submetidos a TACTH. Mais da metade de
todas as bidpsias (54/85 ou 64%) mostravam apenas células apoptéticas sem outros achados
histolégicos e, em muitos casos, a gravidade da endoscopia e os achados histolégicos néo se
correlacionaram. No entanto, na opinido dos autores, apesar do diagndstico poder ser realizado
em dados clinicos, a biépsia ainda tem um papel confirmatério, principalmente quando ela é
capaz de excluir outras condicbes que podem mimetizar DECH. O estudo mostrou que
amostras com achados leves, contendo uma Unica célula apoptética ndo sdo raras (11% dos
casos) e podem ser um problema diagnostico para o patologista. Entretanto, os dados sugerem
que, no contexto clinico apropriado, até mesmo uma Unica célula apoptética no epitélio
intestinal deve ser mencionada pelo patologista como possivelmente representativa de DECH,

sendo que essa informacgéo pode ser de grande valor para o clinico.

Entretanto, a apoptose € um processo de morte celular morfolégica e bioquimicamente

distinta no qual a célula se suicida ndo suscitando resposta inflamatoéria.

Ao se examinar a literatura sobre apoptose das células digestivas, ndo relacionada ao
TACTH, observa-se que a mucosa do TGI, assim como todos o0s tecidos compostos por células
labeis ou intermitéticas ativas (epitélios de revestimento, células mieloides e linfoides) é
rapidamente renovada no organismo. Assim, apresenta elevadas taxas de mitose e de
apoptose como mecanismo de homeostase tissular. Dessa maneira a exposicdo aos
mutagénicos ambientais ndo se traduz em acumulo de mutacdes e a maior predisposicao as
transformagbes malignas. No epitélio intestinal a renovacdo se da pela descamacdo das
células em apoptose das vilosidades para a luz, que sé@o substituidas constantemente por
células geradas nas criptas que migram linearmente da base das criptas em direcdo a
extremidade das vilosidades. A apoptose entdo representa um importante regulador do nimero

de células e minimiza a susceptibilidade a transformacao maligna.106’107’108‘109'“0’111’112

Na inflamacdo, a agressao as células induz necrose que resulta na ativagdo de
mediadores bioquimicos e em resposta vascular recrutando leucécitos pela diapedese e
guimiotaxia. Quando os leucdcitos presentes no foco inflamatdrio conseguem eliminar o agente
agressivo e fagocitar os debris celulares resultantes da necrose, a diminuicdo da producéo e
ativacdo dos mediadores bioquimicos da inflamag¢do diminuira o recrutamento de novos
leucocitos nos vasos e desencadeara a apoptose nos leucdcitos ja presentes no foco
inflamatério. Dessa maneira, a apoptose é um marcador de resolugdo do processo

inﬂamatério.113,114,115,116,117,118,119

Portanto, em relacdo a apoptose deve ser realizada uma distincdo entre seu papel
como um mecanismo fisiolégico na renovacgao do epitélio (“turn over’) do TGl e como um
representante de resolugdo de processos inflamatérios, e seu papel na determinacdo da

gravidade da DECH. Ou seja, segundo a literatura ndo relacionada ao TACTH, sua fun¢éo néo
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seria restrita a uma avaliacdo da gravidade do processo inflamatério, como presente na
tempestade citoquinica e, posteriormente na DECH por exemplo, mas também como marcador
de um processo regenerativo positivo para o paciente. Dessa forma seu papel no diagnéstico e

prognéstico da DECH deve continuar a ser avaliado.

Nossos resultados sobre o indice apoptético ndo permitiram concluses, em virtude do
pequeno tamanho amostral. Observaram-se indices apoptéticos mais elevados, sem
significAncia estatistica, nos pacientes que faleceram, nos pacientes que faleceram por DECH,
nas formas mais graves de DECH e na presenca de DECH. Como os valores de p se
encontravam em faixas mais baixas, seria interessante a avaliacdo da metodologia em estudos

com maior poder estatistico.

Incertezas com relacéo ao diagndstico histolégico da DECH ainda existem e os clinicos
devem utilizar todos os dados clinicos, endoscépicos e histomorfoldgicos para guiar a deciséo
de tratamento de seus pacientes. Nao existe ainda um consenso de qual método constitui o
padrdo-ouro para diagnostico da DECH e nem protocolos padronizados a serem seguidos

pelos clinicos, endoscopistas ou patologistas.

6.4 — Testes de avaliacdo da permeabilidade intestinal para diagnéstico da DECH aguda
do TGI

O papel da lesdo da barreira mucosa (LBM) intestinal no desenvolvimento da DECH

66,77,78,81

tem sido enfatizado na literatura ,que sugere um papel da LBM como gatilho para o

surgimento da DECH aguda, tanto pela liberacdo de citoquinas quanto pela translocacdo de

toxinas bacterianas.”” 9%

120 hove submetidos a

Um estudo de 17 pacientes realizado por Johansson et al.
TACTH com regime de condicionamento mieloablativo e oito a regime nao-mieloablativo (RIC),
a permeabilidade intestinal foi avaliada utilizando o teste de absor¢cdo com *'Cr-EDTA nos dias
-1, +4, +7 e + 14 de transplante. Os pacientes que receberam RIC ndo desenvolveram
qualquer alteracdo na permeabilidade intestinal, estando a mesma significativamente
aumentada, em todos os dias avaliados, nos pacientes submetidos a regime mieloablativo.
Segundo os autores, a menor toxicidade do TGIl, mesmo que subclinica, como demonstrado
pelo teste de absorcdo com *'Cr-EDTA, esta associada ao regime de condicionamento menos
intensivo e ao fato dos pacientes continuarem a receber alimentag&o enteral durante o curso do

transplante.

Testes ndo invasivos como os testes de permeabilidade de aclUcares podem detectar

alteracdes na permeabilidade devido & perda de superficie epitelial.***

No entanto, a restricao
com relacdo ao método é o fato de serem exames caros, dependentes da adesdo do paciente

e que nao conseguem distinguir a lesdo mucosa provocada por diferentes regimes



78

mieloablativos. Uma alternativa aos testes de permeabilidade intestinal é utilizar marcadores
bioguimicos de perda da massa de enterdcitos do intestino delgado, como no caso da citrulina,

sendo que uma diminuicdo da citrulina circulante corresponde a dano intestinal grave.***'*

Na avaliacdo da funcdo da barreira intestinal e a presenga de DECH, Johansson JE e
Ekman T*** estudaram a permeabilidade intestinal, utilizando o teste de absor¢do com *'Cr-
EDTA, em 38 pacientes nos dias -1, +4, +7 e +14 de transplante. Pacientes com DECH leve
(graus 0 — I) apresentaram funcao da barreira intestinal mais preservada (p=0,04) e toxicidade
intestinal cumulativa menos pronunciada (p=0,02) quando comparados com pacientes com
quadro de DECH mais grave (graus Il — IV). Os dados sugerem que a toxicidade intestinal
prediz a gravidade da DECH e, portanto, estratégias de protecdo da mucosa do TGl podem

diminuir a gravidade da DECH em pacientes submetidos a TACTH.

Uma consideracdo metodolégica em relacdo as técnicas de avaliacdo da
permeabilidade intestinal é que os fatores pré e pdés-mucosa como esfaziamento gastrico,
tempo de transito intestinal e funcao renal, podem influenciar os resultados dos testes. Isso
levou a formulacdo do principio da diferenca de excrecdo de duas substancias administradas
simultaneamente como j& descrito. Entretanto, um estudo utilizando o teste de aclcares em

pacientes submetidos & TACTH'*!

mostrou que dois ter¢cos dos pacientes foram incapazes de
completar os testes. Outra desvantagem em se utilizar agcicares como marcadores € o fato de
estarem sujeitos a degradagdo bacteriana, o que restringe o tempo de coleta da urina em
aproximadamente 5 horas. Quando se utiliza apenas o *ICr-EDTA, apesar de ser apenas uma
substancia, ha a possibilidade de se aumentar a sensibilidade do teste prolongando o tempo de

coleta da urina.*?*?*

A realizacdo de testes de permeabilidade intestinal, no presente estudo, poderia ter
sido utilizada para predizer o surgimento da DECH ja que foram feitos exames na fase pré-
transplante e no D+14 pés-transplante e, portanto, na avaliacdo da fase de LBM intestinal.
Entretanto, encontramos vérias dificuldades na realizacdo destes testes como descrito da
literatura. A primeira delas foi com relagdo a adesdo dos pacientes que, apesar de
concordarem em participar do estudo, tinham restricdes em ingerir a solucdo de agucares
durante o condicionamento, devido a presenca de nauseas e vOmitos associados ao
tratamento quimioterdpico ou radioterapico, e durante a fase de mucosite pés-transplante,
devido & presenca de nauseas, vomitos, dor abdominal ou diarréia, temendo uma piora do

quadro.

A segunda barreira foi a gravidade clinica de alguns pacientes que, mesmo utilizando a
presenca de sondas naso-gastricas ou naso-entéricas para infusdo dos acucares,
encontravam-se com quadro de sepse, insuficiéncia renal ou respiratéria graves que contra-
indicavam a realizacdo dos exames. Portanto, o numero de exames foi reduzindo
progressivamente a medida que a fase pés-transplante avangava, o que fez com que o nimero

fosse inadequado e com avaliacdo estatistica néo significativa.
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125 estudando a histéria natural da lesdo do TGl associada ao

Papadopoulou et al.
TCTH, para determinar seu efeito nos indices clinicos e bioquimicos de estado nutricional e de
bem-estar, mostrou que pacientes com diarreia apresentavam reducao significativa do estado
nutricional e do bem-estar em relacdo aos pacientes sem diarreia e que a enteropatia por perda
de proteina que, nesse contexto, sugere a presenga de DECH. Um ponto importante é que eles
foram incapazes de avaliar a permeabilidade intestinal durante os episédios de diarreia por trés
motivos principais: a falta de vontade de alguns pacientes em ingerir a solucdo por estarem
sentindo-se mal, vomitar a solugdo ou a contaminacdo da urina coletada por diarreia,
especialmente em criancas e mulheres. Essa foi também a terceira dificuldade encontrada em
nosso trabalho: estudar a permeabilidade intestinal através da excregdo de agucares na urina,

em pacientes com diarreia que, muitas vezes, impossibilitou a coleta adequada da amostra.

Existe papel para estudos de avaliacdo da permeabilidade intestinal no diagnostico da
DECH aguda de TGI?

Em relagéo ao uso dos testes de permeabilidade intestinal para diagnéstico da DECH,
excetuando-se os dois estudos ja relatados, o de Mahendra et al.,*? que é uma relato de caso
onde foram utilizados varios métodos e o de Koltun et al.®, estudo feito em animais, nédo
existem estudos na literatura que utilizam os testes de permeabilidade intestinal para

diagndstico da DECH e/ou para avaliacdo de resposta ao tratamento.

Pelas dificuldades técnicas em nosso estudo descritas acima, devido a presenca de um
numero reduzido de pacientes e pela reducdo progressiva do nimero de amostras de urina
coletadas para realizagdo da R L/M, néo foi possivel relacionar alteracbes da permeabilidade
intestinal e, consequentemente lesdes da barreira intestinal, com o diagnéstico da DECH
aguda de TGI.

E possivel que exista um papel para os estudos de avaliagdo da permeabilidade
intestinal para o diagnéstico da DECH, mas existe uma limitagdo em relacdo ao uso de

agL’Jcares como marcadores.

6.5 — Consideracdes finais

Um consenso quanto ao fato dos dados clinicos, endoscépicos e histolégicos serem o
padrdo ouro para o diagnéstico da DECH do TGI ainda ndo foi alcancado. Grandes
discrepancias podem ocorrer entre achados grosseiros na endoscopia e os achados
histolégicos. A endoscopia pode visualizar toda a extenséo das alteragbes enquanto a bidpsia

esta sujeita a variagdes da amostra e de sua preparacgao.

Quando uma amostra de biopsia de intestino falha no diagnéstico de DECH a
probabilidade do diagndstico continua alta em pacientes que apresentam sinais e sintomas

tipicos e endoscopia com alteragcdes grosseiras ou exames radiolégicos com evidéncia de
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edema de mucosa, com exames laboratoriais negativos para infeccdo. Portanto, ha consenso

de que pacientes com apenas evidéncia clinica de DECH devam ser tratados.*"*

Por outro lado, um resultado histolégico que mostre apenas a presencga de apoptose,
sem outras alteracdes histologicas, em paciente sintomatico, pode ser considerado como

“consistente” para DECH aguda do TGI e o paciente deve ser tratado?

Devido ao fato do diagnéstico da DECH ser uma sintese de achados clinicos,
laboratoriais e histopatolégicos, é critico que o patologista trabalhe proximo ao hematologista
ou gastroenterologista no cuidado desses pacientes para que se possa estabelecer o

diagndstico de DECH intestinal.
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7 — CONCLUSOES

7.1 — Ocorreram 13 obitos (41,9%) em 31 casos, no periodo do estudo, sendo que quatro
Obitos (36,4%) ocorreram no Grupo 1 (n=11) , trés por DECH aguda grau IV de TGl e um por
infeccdo, esse também com diagnostico de DECH aguda grave, e nove 6bitos (45,0%) no
Grupo 2 (n=20), sendo quatro por SOS, quatro por insuficiéncia respiratéria (sindrome de

angustia respiratéria do adulto - SARA) e um por infeccao/sepse.

7.2 — O estudo descritivo das alteracdes clinicas e dos exames complementares objetivando o
auxilio diagnéstico da DECH aguda do TGI, embora sem significancia estatistica, permite-nos

concluir:

a) AlteracBes endoscopicas: dos 15 pacientes submetidos a 21 procedimentos de
esofagogastroduodenoscopia até o D+90 pos-transplante, as alteracfes visiveis foram erosées
mucosas, Ulceras esofageanas, gastrite enantematosa, hemorragia subepitelial do corpo do

estbmago, erosdes do antro, pangastrite acentuada e duodenite erosiva.

b) O estudo de 19 casos revelou alteragdes histoldgicas no estbmago e duodeno
caracterizadas por infiltrado inflamatério leucocitario, necrose do epitélio glandular, aumento da
apoptose e presenca de corplsculos apoptéticos, atrofia e ulceracdo mucosa duodenal,
vilosidades achatadas, erosdo, atipias regenerativas das criptas e infiltrado inflamatério

granulomononuclear.

c¢) O indice apoptotico e os estudos de imunohistoquimica mostraram a presenca
de células inflamatérias em apoptose pela fragmentacdo do DNA/TUNEL e pela expresséo da
proteina BAX e, embora ndo houvesse significAncia estatistica, possivelmente em virtude do
pequeno tamanho amostral, observaram-se indices apoptéticos mais elevados nos pacientes
que faleceram, nos pacientes que faleceram por DECH, nas formas mais graves de DECH e a

presenca de DECH clinica.

d) A avaliagdo da permeabilidade intestinal foi realizada nos trés periodos propostos
em apenas nove pacientes. Os resultados da R L/M nesses periodos mostram alteragdes,
alguns com alteragbes pronunciadas, inclusive na fase pré-transplante e, portanto, pré-
condicionamento, mas também sem significancia estatistica. No entanto, a gravidade clinica
dos pacientes, com quadros de insuficiéncia respiratdria ou renal, sepse, diarréia e vomitos,
caracterizaram dificuldades técnicas importantes, ndo permitiram correlacionar as alteracdes da

barreira intestinal com o diagndstico de DECH aguda.

e) A lesdo da mucosa do TGI, com quadro clinico de mucosite, foi encontrada em 25
(80,6%) dos 31 pacientes estudados, mas ndo observamos correlagdo estatistica entre a

presenca de mucosite grave e o desenvolvimento da DECH aguda.
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Anexo 1:

UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n®. ETIC 092/07

Interessado(a): Prof. Aloisio Sales da Cunha
Depto. Clinica Médica
Fac. Medicina -UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 15 de maio de 2007,ap6s atendidas as solicitacdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado “Estudo prospectivo da doeng¢a do
enxerto contra hospedeiro (DECH) aguda intestinal” bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apés o inicio do projeto.

é / %WJ
Profa. Dra. Mﬁrlza gantos Castro
Vice -Pres:dente do COEP-UFMG

Presidente em Exercicio

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep31270-901 — BH-MG
Telefone: (031) 3499-4592- FAX: (031)3499-4516 - ¢-mail: prpgi@icoep.ufmg.br




95

Anexo 2:

Tabela 1
Estadiamento para DECH aguda para cada 6rgéo isolado

Estadio Pele* Figado Trato gastrointestinal
1 <25% SCT BbT* 2-3 mg/dl Diarréia 500-1000 ml/dia ou
nauseas persistentes”
2 25-50% SCT BbT 3-6 mg/dl Diarréia 1000-1500 ml/dia
3 Eritrodermia generalizada | BbT 6-15 mg/dl Diarréia > 1500 ml/dia
4 Descamacéo ou bolhas | BbT > 15 mg/dI Dor abdominal grave ou ileo
ou sangramento

*SCT=superficie corporal total; ” Nauseas persistentes requerem confirmacéo histoldgica por biépsia do estémago ou
duodeno a endoscopia.
DECH=doeng¢a do enxerto-contra-hospedeiro; BbT=bilirrubina total.

No estadiamento final consideramos o estadiamento de cada 6rgdo conforma a tabela

abaixo:
Tabela 2
Estadiamento clinico final da DECH aguda
Grau Gravidade Pele Figado Intestino
0 Nenhuma 0 0 0
I Leve 1-2 0 0
Il Moderada 3 ou 1 ou 1
" Grande 2-3 ou 2-3
\% Risco de morte 4 ou 4 ou 4

DECH: doenca do enxerto-contra-hospedeiro
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Anexo 3:

Tabela 3
Marcadores de permeabilidade intestinal, seus pesos moleculares e taxas de permeacéo
intestinal em individuos sadios, em amostras de urina de cinco horas.

Permeacéo
Marcador Peso Molecular % excrecao da dose oral / 5 horas
Déltons Isosmolar Hiperosmolar
200-300 mosmol/Kg  1350-1500 mosmol/Kg

L-arabinose 150 17,5 -

L-ranose 164 10,1 11,7
D-manitol 182 16,8 20,6
Lactulose 342 0,25 0,41
Celobiose 342 - 0,38
*ICr-EDTA 359 0,64 0,70
Rafinose 504 0,26 -

PEG 400 194-502 18,2 20,3
¥MTc-DTPA 549 2,8 -

Dextran 3000 0,04 0,12

*ICr-EDTA=Etilenodiaminotetraacetato marcado com cromo radiotativo; PEG=polietilenoglicol;
M Tc-DTPA="tecnécio-dietilenetriaminopente-acetato.
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Anexo 4:

“ESTUDO PROSPECTIVO DA DOENCA DO ENXERTO CONTRA O HOSPEDEIRO AGUDA
(DECH) INTESTINAL”

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PACIENTE MAIOR DE IDADE

Antes de participar desta pesquisa clinica é importante que vocé leia e compreenda a
explicacdo sobre todos os procedimentos propostos.

Esta declaragdo descreve os objetivos da realizagdo desta pesquisa, como ela ser realizada,
seus beneficios, riscos e precaugdes. Nenhuma garantia ou promessa podera ser feita sobre
os resultados do estudo.

Pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea podem desenvolver um quadro de
“rejeicdo” associada ao enxerto de células-tronco denominada doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH) e que pode ser aguda ou crbnica. Em sua forma aguda, a DECH pode
acometer 0 estdbmago e intestino, levando a um quadro de vémitos e/ou diarréia aguda que
podem se tornar volumosos e graves, com conseqiente desnutricdo e risco aumentado de
infeccdes. O objetivo deste estudo € tentar promover o diagndstico mais preciso e precoce da
doencga do enxerto contra o hospedeiro aguda (DECH) do trato gastrointestinal através de
exames especificos conforme explicacdo abaixo, 0 que permite o inicio de tratamento mais
rdpido, com menores chances de complicagéo.

O exame de escolha para diagndstico da DECH gastrointestinal (além da avaliacéo clinica) é a
endoscopia digestiva alta com biépsias do estdmago e duodeno sendo esse o exame utilizado
hoje como rotina para diagnéstico da DECH pela equipe de transplante. O presente estudo
esta propondo a realizacdo de estudos de permeabilidade intestinal em associacdo &
endoscopia digestiva, objetivando avaliar se os estudos de permeabilidade podem substituir a
endoscopia digestiva no diagndstico da DECH , o que trara grandes beneficios aos pacientes ja
que os estudos de permeabilidade ndo sdo “invasivos” como a endoscopia e tém resultados
mais rapidos que as bidpsias, que demoram em média uma semana para estarem disponiveis.

O estudo de permeabilidade intestinal € uma medida da permeabilidade, isto é, da capacidade
de absorcdo do intestino. Esta medida é realizada através de uma solucdo de aguUcares
(lactulose e manitol) ingerida pelo paciente e posteriormente medida na urina. Sempre que for
realizado, o paciente recebe uma dose de lactulose e manitol através de uma solugdo, apos um
periodo de jejum de 8 horas. Apds a ingestédo desta solugao o paciente devera permanecer em
jejum por mais 2 horas. Depois disto podera se alimentar com um lanche e, apés o lanche,
permanecer em jejum por mais 3 horas. O paciente devera também colher sua urina durante as
5 horas apds ingerir a solucdo em frascos especiais que lhe serdo fornecidos pelos
pesquisadores. De um modo geral, o uso da lactulose ou do manitol ndo acarreta nenhum
efeito colateral especial a ndo ser o incéBmodo do jejum de 8 horas durante a noite e o de 2

horas durante a manhd, mas raros pacientes podem apresentar diarréia ou desconforto
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abdominal apés ingestao da solucao. Os estudos de permeabilidade intestinal ndo provocam
qualquer tipo de alteracao ou interferéncia com a rotina ou os tratamentos realizados durante o
transplante e é o estudo da permeabilidade intestinal em pacientes transplantados o objetivo
desse trabalho.

Um protocolo uniforme sera seguido por todos pacientes que aceitarem participar da pesquisa,
sendo que o estudo seré dividido em 2 etapas:

Etapa 1:

- Apés a internacao do paciente para transplantar, antes de iniciar o condicionamento: estudo
de permeabilidade intestinal.

Etapa 2:

- Acompanhamento dos pacientes do D+14 até o D+30 pos-transplante:

- Pacientes sem sintomas de DECH do trato gastrointestinal: estudo de permeabilidade
intestinal no D+14 e no D+30 pés-transplante.

- Pacientes com sintomas do trato gastrointestinal — nduseas ou vomitos, falta de apetite
acentuada e diarréia: realizacdo de endoscopia digestiva alta (EDA) com bidpsias (exame que
€ solicitado de rotina pelos médicos do servico de transplante) + estudo de permeabilidade
intestinal. Todos os pacientes com diarréia terdo fezes coletas para estudo laboratorial.

- As amostras de “tecido’(biépsias) do estbmago e do duodeno, retiradas conforme protocolo e
obtidas por endoscopia digestiva alta realizadas no Setor de Endoscopia do HC-UFMG seréo
enviadas para o Laboratério de Anatomia Patolégica do HC-UFMG onde serdo processadas e
analisadas;

- As amostras de fezes serdo colhidas conforme rotina da Unidade de Transplantes e seréo
enviadas para estudo da possivel presenca de infec¢éo ao Laboratorio Central do HC-UFMG.
Vocé tem toda a liberdade de decidir se aceita ou ndo participar deste estudo. Caso concorde
podera abandona-lo a qualquer momento, sem necessidade de qualquer justificativa. Qualquer
que seja a sua decisdo vocé continuara a ter direito ao tratamento, sem restricées. Em caso de
davida durante a pesquisa vocé podera entrar em contato com a Dra. Leticia Rocha Borges na
Unidade de Transplantes ou através do telefone (31) 92392571 e com o Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG: Av Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005,
Campus Pampulha, Belo Horizonte ou pelo telefone (31)34094592.

Li e entendi as informacdes sobre o estudo contidas neste documento. Tive a

oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas a

contento. Este formulario estad sendo assinado voluntariamente por mim, indicando meu

consentimento em participar _deste estudo. Recebi uma cOpia assinada deste

consentimento.

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador
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“ESTUDO PROSPECTIVO DA DOENCA DO ENXERTO CONTRA O HOSPEDEIRO AGUDA
(DECH) INTESTINAL”

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PACIENTES MENORES COM IDADE ACIMA DE 14 ANOS
Antes de participar desta pesquisa clinica é importante que vocé leia e compreenda a
explicagdo sobre todos os procedimentos propostos.
Esta declaragdo descreve os objetivos da realizagdo desta pesquisa, como ela sera realizada,
seus beneficios, riscos e precaucdes. Nenhuma garantia ou promessa podera ser feita sobre
0s resultados do estudo.
Pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea podem desenvolver um quadro de
“rejeicdo” associada ao enxerto de células-tronco denominada doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH) e que pode ser aguda ou crbnica. Em sua forma aguda, a DECH pode
acometer 0 estdbmago e intestino, levando a um quadro de vémitos e/ou diarréia aguda que
podem se tornar volumosos e graves, com conseqiente desnutricdo e risco aumentado de
infeccdes. O objetivo deste estudo é tentar promover o diagndstico mais preciso e precoce da
doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda (DECH) do trato gastrointestinal através de
exames especificos conforme explicacdo abaixo, o que permite o inicio de tratamento mais
rapido, com menores chances de complicacao.
O exame de escolha para diagndstico da DECH gastrointestinal (além da avaliacéo clinica) é a
endoscopia digestiva alta com bi6psias do estdbmago e duodeno sendo esse 0 exame utilizado
hoje como rotina para diagnostico da DECH pela equipe de transplante. O presente estudo
esta propondo a realizagdo de estudos de permeabilidade intestinal em associacdo a
endoscopia digestiva, objetivando avaliar se os estudos de permeabilidade podem substituir a
endoscopia digestiva no diagndstico da DECH , o que trara grandes beneficios aos pacientes ja
que os estudos de permeabilidade ndo sdo “invasivos” como a endoscopia e tém resultados
mais rapidos que as biopsias, que demoram em média uma semana para estarem disponiveis.
O estudo de permeabilidade intestinal € uma medida da permeabilidade, isto é, da capacidade
de absorcdo do intestino. Esta medida é realizada através de uma solu¢do de agucares
(lactulose e manitol) ingerida pelo paciente e posteriormente medida na urina. Sempre que for
realizado, o paciente recebe uma dose de lactulose e manitol através de uma solucdo, ap6s um
periodo de jejum de 8 horas. Apds a ingestédo desta solugao o paciente devera permanecer em
jejum por mais 2 horas. Depois disto podera se alimentar com um lanche e, apds o lanche,
permanecer em jejum por mais 3 horas. O paciente deverd também colher sua urina durante as
5 horas ap0ls ingerir a solugdo em frascos especiais que lhe serdo fornecidos pelos
pesquisadores. De um modo geral, o uso da lactulose ou do manitol ndo acarreta nenhum
efeito colateral especial a ndo ser o incbmodo do jejum de 8 horas durante a noite e o de 2
horas durante a manh&, mas raros pacientes podem apresentar diarréia ou desconforto
abdominal apos ingestéo da solugdo. Os estudos de permeabilidade intestinal ndo provocam

qualquer tipo de alteracdo ou interferéncia com a rotina ou os tratamentos realizados durante o



100

transplante e é o estudo da permeabilidade intestinal em pacientes transplantados o objetivo
desse trabalho.

Um protocolo uniforme sera seguido por todos pacientes que aceitarem participar da pesquisa,
sendo que o estudo sera dividido em 2 etapas.

Etapa 1:

- Apés a internacao do paciente para transplantar, antes de iniciar o condicionamento: estudo
de permeabilidade intestinal.

Etapa 2:

- Acompanhamento dos pacientes do D+14 até o D+30 pos-transplante:

- Pacientes sem sintomas de DECH do trato gastrointestinal: estudo de permeabilidade
intestinal no D+14 e no D+30 pés-transplante.

- Pacientes com sintomas do trato gastrointestinal — nduseas ou vomitos, falta de apetite
acentuada e diarréia: realizacdo de endoscopia digestiva alta (EDA) com bidpsias (exame que
€ solicitado de rotina pelos médicos do servico de transplante) + estudo de permeabilidade
intestinal. Todos os pacientes com diarréia terdo fezes coletas para estudo laboratorial.

- As amostras de “tecido’(bidpsias) do estdmago e do duodeno, retiradas conforme protocolo e
obtidas por endoscopia digestiva alta realizadas no Setor de Endoscopia do HC-UFMG seréo
enviadas para o Laboratério de Anatomia Patolégica do HC-UFMG onde serdo processadas e
analisadas;

- As amostras de fezes serdo colhidas conforme rotina da Unidade de Transplantes e seréo
enviadas para estudo da possivel presenca de infec¢do ao Laboratério Central do HC-UFMG.
Vocé tem toda a liberdade de decidir se aceita ou ndo participar deste estudo. Caso concorde
podera abandona-lo a qualquer momento, sem necessidade de qualquer justificativa. Esta
sendo entregue a seus pais ou responsaveis um termo de consentimento semelhante a esse.
Para que vocé possa participar da pesquisa, eles também deverdo estar de acordo. Qualquer
gue seja a sua decisdo vocé continuara a ter direito ao tratamento, sem restricbes. Em caso de
davida durante a pesquisa vocé podera entrar em contato com a Dra. Leticia Rocha Borges na
Unidade de Transplantes ou através do telefone 92392571 e com o Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG: Av Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005,
Campus Pampulha, Belo Horizonte ou pelo telefone (31)34094592.

Li e entendi as informacdes sobre o estudo contidas neste documento. Tive a

oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas dudvidas foram respondidas a

contento. Este formulario estad sendo assinado voluntariamente por mim, indicando meu

consentimento em participar _deste estudo. Recebi uma cOpia assinada deste

consentimento.

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador
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“ESTUDO PROSPECTIVO DA DOENGCA DO ENXERTO CONTRA O HOSPEDEIRO AGUDA
(DECH) INTESTINAL”
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PACIENTE MENOR DE IDADE
Antes de concordar com a participacdo de seu(sua) filho(a) ou responsavel nesta pesquisa
clinica é importante que vocé leia e compreenda a explicagcdo sobre todos os procedimentos
propostos.
Esta declaragdo descreve os objetivos da realizagdo desta pesquisa, como ela sera realizada,
seus beneficios, riscos e precaucdes. Nenhuma garantia ou promessa podera ser feita sobre
0s resultados do estudo.
Pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea podem desenvolver um quadro de
“rejeicdo” associada ao enxerto de células-tronco denominada doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH) e que pode ser aguda ou crbnica. Em sua forma aguda, a DECH pode
acometer 0 estdbmago e intestino, levando a um quadro de vémitos e/ou diarréia aguda que
podem se tornar volumosos e graves, com conseqiente desnutricdo e risco aumentado de
infeccdes. O objetivo deste estudo é tentar promover o diagndstico mais preciso e precoce da
doenca do enxerto contra o hospedeiro aguda (DECH) do trato gastrointestinal através de
exames especificos conforme explicacdo abaixo, 0 que permite o inicio de tratamento mais
rapido, com menores chances de complicacao.
O exame de escolha para diagndstico da DECH gastrointestinal (além da avaliacéo clinica) é a
endoscopia digestiva alta com biépsias do estdmago e duodeno sendo esse o exame utilizado
hoje como rotina para diagnostico da DECH pela equipe de transplante. O presente estudo
esta propondo a realizagdo de estudos de permeabilidade intestinal em associacdo a
endoscopia digestiva, objetivando avaliar se os estudos de permeabilidade podem substituir a
endoscopia digestiva no diagndstico da DECH , o que trara grandes beneficios aos pacientes ja
que os estudos de permeabilidade ndo sdo “invasivos” como a endoscopia e tém resultados
mais rapidos que as biopsias, que demoram em média uma semana para estarem disponiveis.
O estudo de permeabilidade intestinal € uma medida da permeabilidade, isto é, da capacidade
de absorcdo do intestino. Esta medida é realizada através de uma solu¢do de agucares
(lactulose e manitol) ingerida pelo paciente e posteriormente medida na urina. Sempre que for
realizado, o paciente recebe uma dose de lactulose e manitol através de uma solucdo, ap6s um
periodo de jejum de 8 horas. Apds a ingestédo desta solugao o paciente devera permanecer em
jejum por mais 2 horas. Depois disto podera se alimentar com um lanche e, apés o lanche,
permanecer em jejum por mais 3 horas. O paciente deverd também colher sua urina durante as
5 horas ap0ls ingerir a solugdo em frascos especiais que lhe serdo fornecidos pelos
pesquisadores. De um modo geral, o uso da lactulose ou do manitol ndo acarreta nenhum
efeito colateral especial a ndo ser o incbmodo do jejum de 8 horas durante a noite e o de 2
horas durante a manha, mas alguns pacientes podem apresentar diarréia ou desconforto
abdominal apos ingestéo da solugédo. Os estudos de permeabilidade intestinal ndo provocam

qualquer tipo de alteracdo ou interferéncia com a rotina ou os tratamentos realizados durante o
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transplante e é o estudo da permeabilidade intestinal em pacientes transplantados o objetivo
desse trabalho.

Um protocolo uniforme sera seguido por todos pacientes que aceitarem participar da pesquisa,
sendo que o estudo sera dividido em 2 etapas:

Etapa 1:

- Apés a internacao do paciente para transplantar, antes de iniciar o condicionamento: estudo
de permeabilidade intestinal.

Etapa 2:

- Acompanhamento dos pacientes do D+14 até o D+30 pos-transplante:

- Pacientes sem sintomas de DECH do trato gastrointestinal: estudo de permeabilidade
intestinal no D+14 e no D+30 pés-transplante.

- Pacientes com sintomas do trato gastrointestinal — nduseas ou vomitos, falta de apetite
acentuada e diarréia: realizacdo de endoscopia digestiva alta (EDA) com bidpsias (exame que
€ solicitado de rotina pelos médicos do servico de transplante) + estudo de permeabilidade
intestinal. Todos os pacientes com diarréia terdo fezes coletas para estudo laboratorial.

- As amostras de “tecido’(bidpsias) do estdmago e do duodeno, retiradas conforme protocolo e
obtidas por endoscopia digestiva alta realizadas no Setor de Endoscopia do HC-UFMG seréo
enviadas para o Laboratério de Anatomia Patolégica do HC-UFMG onde serdo processadas e
analisadas;

- As amostras de fezes serdo colhidas conforme rotina da Unidade de Transplantes e seréo
enviadas para estudo da possivel presenca de infec¢éo ao Laboratério Central do HC-UFMG.
Vocé tem toda a liberdade de decidir se aceita ou ndo que seu(sua) filho(a) ou responséavel
participe deste estudo sendo que ele poderd ser abandonado a qualguer momento, sem
necessidade de qualquer justificativa. Qualquer que seja a sua decisao, seu(sua) filho(a) ou
responsavel continuara a ter direito ao tratamento, sem restricdes. Em caso de davida durante
a pesquisa vocé podera entrar em contato com a Dra. Leticia Rocha Borges na Unidade de
Transplantes ou através do telefone 92392571 e com o Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG: Av Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005, Campus
Pampulha, Belo Horizonte ou pelo telefone (31)34094592.

Li e entendi as informacdes sobre o estudo contidas neste documento. Tive a

oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas a

contento. Este formulario estad sendo assinado voluntariamente por mim, indicando meu

consentimento _de meu(minha) filho(a) ou responsavel em participar deste estudo.

Recebi uma cépia assinada deste consentimento.

Assinatura do pai ou responsavel

Assinatura do pesquisador
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Tabela 10

Resultados dos IA dos pacientes do estudo

326* 754 805 911 1988

2084 2341 2346 2570

14,035090 18,656720 5,936073 6,106870 8,021390

17,500000 7,874016 11,282050 7,109005 5,660378

17,241380 5,820106 8,7912095,797101 8,148149

15,068490 7,006370 7,777778 7,881773 7,222222

18,918920 6,967213 8,045977 7,975460 9,302325

10,833330 7,476635 8,666667 5,797101 5,940594

7,462687 9,743589 9,844560 6,289308 5,084746

6,000000 6,842105 11,194030 5,365854 6,134969

5,932203 5,303030 6,818182 7,182321 7,092198

6,547619 8,000000 13,043480 14,356440

5,555555 10,447760 16,428570 7,222222

8,333333 10,614520 8,593750 6,278027

8,843537 8,450705 6,410256 9,223301

7,586207 4,678362 8,088235 14,364640

9,268292 5,35714311,111110 11,602210

9,633027 3,791469 24,509800 6,140351

5,586592 8,391608 5,084746 5,333333

9,497207 8,387096 14,912280 5,982906

6,206897 5,976096 8,823529 5,5214727,906977 16,875000 4,306220 8,396947 6,310679

* NUmero da lamina dos pacientes estudados.
IA=indice apoptético.
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Tabela 11

Resultados da andlise estatistica do |IA dos pacientes do estudo

326* 754 805 911 1988 2084 2341 2346 2570
Number of values 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Minimum 5,9325,303 5,936 5,366 5,0855,556 3,7915,0855,333
25% Percentile 6,1555,937 7,538 5,728 5,8716,307 4,5857,6696,101
Median 12,436,987 8,729 6,198 7,157 8,588 8,194 9,8526,766
75% Percentile 17,318,341 10,18 7,357 8,0539,531 8,95015,29 12,29
Maximum 18,9218,66 11,28 7,975 9,30216,88 10,6124,51 14,36
Mean 11,928,167 8,718 6,503 7,0518,773 7,24211,66 8,681
Std. Deviation 5,243 3,889 1,7220,9634 1,327 3,235 2,5165,814 3,525

Std. Error

1,658 1,230 0,5444 0,3047 0,4197 1,023 0,7956 1,839 1,115

Lower 95% CI of mean 8,169 5,384 7,486 5,813 6,1026,458 5,4437,499 6,160

Upper 95% CI of mean 15,67 10,95 9,950 7,192 8,00111,09 9,04215,8211,20

* NUumero da lamina dos pacientes estudados.
IA=indice apoptatico.

104



Controles sadios do estudo de permeabilidade intestinal — R L/M (relacao lactulose/manitol):

© 0 NO OB WDN PP

[ S
N WwWDNPEFR O

. 0,002
. 0,002
. 0,002
. 0,002
. 0,002
. 0,002
. 0,003
. 0,003
. 0,003
. 0,004
. 0,004
. 0,006
. 0,008
. 0,009
15.

0,011

16.0,013

mediana

0,00475 média

0,003587 desvio padréao

0,011924 média + 2 desvios padrao

Anexo 6:
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Anexo 7:

BANCO DE DADOS DOS PACIENTES DO ESTUDO



S

©ONDUAWN P

REGISTRO
859158
345135
867257
867378
851223
739678
864944
877633
867390
783484
873350
880325
912243
915786
801090
906925
858117
919358
917684
919816
912477
928797
932149
928465
923488
938131
933456
934511
693206
949329
875193

DN
07/03/1973
01/01/1954
03/08/1965
07/08/1985
23/03/1954
22/07/1984
15/12/1969
08/09/1987
07/02/1985
10/05/1978
10/01/1994
20/08/1987
04/03/1988
15/05/1950
14/03/1987
13/11/1978
26/09/1967
28/01/1994
31/10/1990
19/04/1986
25/02/1977
22/06/1966
27/01/1958
20/07/1994
04/09/1973
10/10/1959
09/09/1970
12/12/1987
28/09/1987
02/03/1989
19/10/1965

IDADE
34
53
42
22
53
23
37
20
23
30
14
21
20
58
22
30
41
15
18
23
32
43
51
15
36
50
39
22
22
21
42

SEXO

TN ZZNTNTNTINETNZILZIZINMENZTZINZZIZIZInmMmEnNnEnNT

D.INTERN.
06/08/2007
17/08/2007
27/08/2007
15/09/2007
30/10/2007
24/11/2007
23/11/2007
07/02/2008
27/03/2008
09/05/2008
13/05/2008
29/01/2009
19/02/2009
26/03/2009
12/03/2009
06/04/2009
20/04/2009
27/05/2009
15/07/2009
22/08/2009
28/08/2009
20/10/2009
16/10/2009
10/12/2009
29/12/2009
11/01/2010
25/01/2010
30/03/2010
24/04/2010
14/05/2010
04/03/2008

DIAGNOSTICO
MALIGNA AR
MALIGNA BR

NAO MALIGNA

NAO MALIGNA
MALIGNA BR
MALIGNA AR
MALIGNA AR

NAO MALIGNA
MALIGNA AR

NAO MALIGNA
MALIGNA BR
MALIGNA AR

NAO MALIGNA
MALIGNA AR

NAO MALIGNA
MALIGNA BR
MALIGNA AR
MALIGNA AR
MALIGNA AR

NAO MALIGNA
MALIGNA BR
MALIGNA AR
MALIGNA BR
MALIGNA AR
MALIGNA BR
MALIGNA BR
MALIGNA AR
MALIGNA AR
MALIGNA AR

NAO MALIGNA

NAO MALIGNA

HLA
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO
IDENTICO

)>)>OOO)>)>)>)>)>UUOOO)>OO)>O)>O)>)>OO)>O)>O)>8

RH
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO

CMVIGG
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO

NEGATIVO
POSITIVO

POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO

POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
NEGATIVO

DATA TMO
14/08/2007
28/08/2007
18/09/2007
27/09/2007
08/11/2007
04/12/2007
06/12/2007
19/02/2008
08/04/2008
20/05/2008
28/05/2008
16/02/2009
11/03/2009
02/04/2009
07/04/2009
15/04/2009
06/05/2009
24/06/2009
30/07/2009
03/09/2009
15/09/2009
30/10/2009
04/11/2009
04/01/2010
20/01/2010
27/01/2010
05/02/2010
08/04/2010
06/05/2010
09/06/2010
25/03/2008

TIPO TMO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO

NAO APARENTADO
APARENTADO
NAO APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
NAO APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO
NAO APARENTADO
APARENTADO
APARENTADO

CONDICIONAMENTO
NAO MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
NAO MIELOABLATIVO
NAO MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
NAO MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
NAO MIELOABLATIVO
NAO MIELOABLATIVO
NAO MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
NAO MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
MIELOABLATIVO
NAO MIELOABLATIVO
NAO MIELOABLATIVO

PROFILAXIA
CSA MMF
CSA
CSA
CSA
CSA
CSA MTX
CSA MTX
CSA MTX
CSA MTX
CSA
CSA MTX
CSA
CSA
CSA MMF
CSA MTX
CSA MTX
CSA MTX
CSA MTX
CSA MTX
CSA MTX
CSA MTX
CSA MTX
CSA
CSA MTX
CSA
CSA
CSA MTX
CSA MTX
CSA MTX
CSA
CSA
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FC
CTP
CTP

MO
MO
MO
MO
CTP
MO
CTP
MO
MO
CORDAO
MO
CTP
CTP
CTP
CTP
CTP
CORDAO
CTP
CTP
CTP
CTP
CTP
CTP
CTP
CTP
CTP
CTP
MO
MO



MUCOSITE
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO

GRAU

GRAVE
LEVE/MOD
GRAVE
LEVE/MOD
GRAVE
GRAVE
GRAVE
GRAVE
GRAVE
GRAVE
LEVE/MOD
LEVE/MOD
LEVE/MOD
GRAVE
GRAVE
LEVE/MOD
GRAVE
LEVE/MOD
LEVE/MOD
GRAVE

GRAVE

GRAVE
GRAVE
LEVE/MOD
LEVE/MOD

MORFINA
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
NAO
NAO
NAO

NE
NAO
SIM

SIM
NAO
SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM

SIM
NAO
NAO
NAO

NPT
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO

SOs
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO

IRA
NAO
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO

INFECGAO
NEUTROPENIA FEBRIL
INF CATETER
INF FUNGICA
INF FUNGICA
NEUTROPENIA FEBRIL
SEPSE
INF FUNGICA
NEUTROPENIA FEBRIL
NEUTROPENIA FEBRIL
NEUTROPENIA FEBRIL
INF CATETER
SEPSE
SEPSE
NEUTROPENIA FEBRIL
NEUTROPENIA FEBRIL
NEUTROPENIA FEBRIL
SEPSE
NEUTROPENIA FEBRIL
SEPSE
NEUTROPENIA FEBRIL
NEUTROPENIA FEBRIL
INF FUNGICA
INF CATETER
SEPSE
INF FUNGICA
NEUTROPENIA FEBRIL
INF CATETER
SEPSE
NEUTROPENIA FEBRIL
NEUTROPENIA FEBRIL
SEPSE

AG CMV
NEGATIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
NEGATIVA
NEGATIVA
NEGATIVA
NEGATIVA
NEGATIVA
NEGATIVA
POSITIVA
POSITIVA
POSITIVA
NEGATIVA
NEGATIVA
NEGATIVA
POSITIVA
POSITIVA
NEGATIVA
NEGATIVA
POSITIVA
POSITIVA
NEGATIVA
POSITIVA
NEGATIVA
NEGATIVA
NEGATIVA
POSITIVA

CMV D
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO

PEGA
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM

NAO
SIM
NAO
SIM
SIM
SIM
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
SIM
SIM
SIM

D NEUTR
03/09/2007
11/09/2007
07/10/2007
18/10/2007
04/12/2007
27112/2007
17/12/2007

05/06/2008

10/04/2009
15/04/2009
01/05/2009
05/05/2009

18/07/2009
19/09/2009
04/10/2009
12/11/2009

23/01/2010
05/02/2010

25/02/2010
23/05/2010

05/07/2010
08/04/2008

D PLAQ
24/08/2007

22/10/2007
02/12/2007
27/12/2007

05/06/2008
05/04/2009
14/04/2009

05/05/2009

09/10/2009
06/10/2009

05/03/2010

20/05/2010
10/07/2010
07/04/2008

GVHD AG

NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO

ESTADIO CLINICO
GRAVE GRAUIIINV
GRAVE GRAUIIINV
GRAVE GRAUIIINV
GRAVE GRAUIIINV

GRAVE GRAUIIIIV

GRAVE GRAUIIINV

GRAVE GRAUIIINV

MODERADO GRAUII

GRAVE GRAUIIINV

GRAVE GRAUIIINV

MODERADO GRAUII

GVHD TGI
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO

GRAU
GRAUIV
GRAUIV
GRAUII
GRAUII

GRAUIV

GRAUIV

GRAUIII

GRAUI

GRAUIII

GRAUIII

GRAUI

GVHD PELE
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
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GRAU

GRAUIII

GRAUIV
GRAUI

GRAUI

GRAUI



GVHD FIG
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO

GRAU

GRAUII

GRAUIV

GRAUI

GRAUII

EPF
NEGATIVO
NEGATIVO

POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

TOXINA A
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
0

Oooo0O0OO0OO0OO0OOOOOOO

EDA 1
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
SIM

SIM
NAO
NAO
NAO
SIM

SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM

D EDAL
28/09/2007
19/10/2007
31/10/2007
01/11/2007
06/12/2007
07/01/2008
28/12/2007

12/03/2009

15/04/2009

11/05/2009

06/10/2009

16/11/2009

01/02/2010

02/03/2010

08/05/2008

DIAG EDA
LEVES
MODERADOS
MODERADOS
LEVES
LEVES
SANGRAM
LEVES

ULCERA ESOF

LEVES

ACENTUADAS

LEVES

LEVES

ACENTUADAS

LEVES

LEVES

DIAG AP1
GVHD
NORMAL
DISCRETAS
GVHD
DISCRETAS

CmMv

ESOFAGO

GVHD

CMV

NORMAL

DISCRETAS

DISCRETAS

NORMAL

DISCRETAS

D EDA2

28/01/2008

08/02/2008

17/03/2009

05/05/2009

DIAG EDA2

LEVE

MODERADAS

LEVES

MODERADAS

DIAG AP2

DISCRETAS

DISCRETAS

NORMAL

CMV

IMUNO
SIM
NAO
SIM
SIM
SIM

NAO

NAO
NAO
SIM

SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO

NAO

NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM

IA MEDIA
8.588

9.852

8.194
6.766

12.430

6.987

8.729

7.157

6.198

IA MEDIANA
8.773

11.660

7.242
8.681

11.920

8.167

8.718

7.051

6.503

DATAPI 1
10/08/2007
20/08/2007
03/09/2007
19/09/2007

26/11/2007
28/11/2007
12/02/2008
02/04/2008

21/05/2008
04/12/2009
05/03/2009
03/04/2009
25/03/2009
10/04/2009
06/05/2009
17/06/2009
25/07/2009
28/08/2009
02/09/2009
23/10/2009
27/10/2009
21/12/2009
07/01/2010
17/01/2010
30/01/2010
01/04/2010
05/05/2010
01/06/2010

DIAPI1
-4
-8

MANIT 1
7.70
2.30
19.00
10.00

14.70
13.00
1.16
15.75

5.60
11.20
14.40

2.90
20.40
16.50
11.00
19.00
12.75

3.30

6.75
12.50
19.60

5.85

6.90

9.60
13.30
22.00

4.60
12.80
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LACTU 1
0.064
0.110
0.630
0.010

0.088
0.140
0.012
0.014

0.013
0.140
0.010
0.000
0.087
0.010
0.016
0.010
0.043
0.000
0.010
0.010

0.160
0.080
0.064
0.150
0.090
0.010
0.260

L/M1
0.00830
0.04780
0.03300
0.00100

0.00590
0.01070
0.01030
0.00088

0.00230
0.01250
0.00069
0.00000
0.00420
<0.00060

<0.00052
0.00330
0.00000

<0.00140

<0.00800

0.02730
0.01150
0.00660
0.01120
0.00400
0.00210
0.02000
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PI2 DATA PI 2 DIA PI 2 MANIT 2 LACTU 2 LIM2 PI3 DATAPI 3 DIA PI3 MANIT 3 LACTU 3 LM3 Pl 4 ALTA OBITO DATA OBITO CAUSA DIA TMO
SIM 28/08/2007 14 6.00 0.270 0.04500 NAO NAO 11/09/2007 SIM 20/10/2007 GVHD 66
SIM 11/09/2007 14 1.23 0.067 0.05440 SIM 02/10/2007 35 3.60 1.250 0.34700 NAO 25/10/2007 SIM 25/10/2007 GVHD 57
SIM 02/10/2007 14 5.90 0.028 0.00470 SIM 23/10/2007 35 3.50 0.010 0.00280 SIM 07/12/2007 NAO 80
SIM 11/10/2007 14 15.60 0.011 0.00070 SIM 29/10/2007 32 12.60 0.064 0.00500 NAO 13/11/2007 NAO 47
SIM 26/11/2007 18 6.30 0.270 0.04300 SIM 05/12/2007 27 7.70 0.190 0.02500 NAO 18/12/2007 NAO 40
SIM 18/12/2007 14 4.90 0.010 0.00200 NAO NAO 21/01/2008 SIM 21/01/2008 TRM 48
NAO NAO SIM 09/04/2008 SIM 23/11/2008 GVHD 1M
SIM 05/03/2008 14 1.75 0.290 0.16500 NAO NAO 09/03/2008 SIM 09/03/2008 TRM 19
NAO NAO NAO 25/04/2008 SIM 25/04/2008 TRM 17
SIM 05/06/2008 17 3.40 0.280 0.08230 NAO NAO 13/06/2008 SIM 26/07/2009 RECIDIVA  1AE1M
NAO NAO NAO 04/07/2008 SIM 04/07/2008 TRM 37
SIM 05/03/2009 17 1.67 0.064 0.03830 NAO NAO 31/03/2009 SIM 31/03/2009 GVHD 43
SIM 25/03/2009 14 10.80 0.060 0.00550 SIM 10/04/2009 30 2.50 0.000 0.00000 NAO 11/04/2009 NAO 31
SIM 17/04/2009 15 0.43 0.011 0.02550 SIM 06/05/2009 34 0.53 0.000 0.00000 NAO 25/04/2009 NAO 23
SIM 21/04/2009 14 5.60 0.000 0.00000 SIM 08/05/2009 31 6.66 0.000 0.00000 NAO 22/04/2009 NAO 44
SIM 29/04/2009 14 5.40 1.540 0.28500 SIM 13/05/2009 28 2.60 2.970 114.200 SIM 27/05/2009 SIM 26/08/2009 TRM 132
NAO NAO NAO 20/05/2009 SIM 20/05/2009 TRM 14
SIM 09/07/2009 15 7.25 0.010 <0.00130 SIM 25/07/2009 31 11.10 0.060 0.00540 NAO 17/08/2009 NAO 54
NAO NAO NAO 19/08/2009 SIM 19/08/2009 TRM 20
SIM 16/09/2009 13 10.15 0.000 0.00000 SIM 03/10/2009 30 4.40 0.010 <0.00220  NAO 03/11/2009 SIM 07/04/2010 TRM 6M
SIm 29/09/2009 14 6.00 0.076 0.01260 NAO NAO 08/10/2009 NAO 21
SIM 18/11/2009 19 2.80 0.130 0.04640 SIM 28/11/2009 29 18.60 0.200 0.01070 NAO 02/12/2009 NAO 33
NAO NAO NAO 12/11/2009 SIM 12/11/2009 TRM 8
SIM 25/01/2010 21 2.00 0.000 0.00000 NAO NAO 09/03/2010 SIM 09/03/2010 TRM 62
SIM 05/02/2010 16 0.35 0.000 0.00000 SIM 19/02/2010 30 5.50 0.000 0.00000 NAO 17/03/2010 SIM 17/03/2010 TRM 56
SIM 09/02/2010 13 10.70 0.010 <0.00090 SIM 24/02/2010 28 10.70 0.300 0.02800 NAO 24/02/2010 NAO 29
NAO SIM 05/03/2010 28 0.60 0.000 0.00000 NAO 24/03/2010 SIM 10/06/2010 RECIDIVA 4m
SIM 23/04/2010 15 1.10 0.250 0.22700 NAO NAO 02/05/2010 SIM 02/05/2010 TRM 24
SIM 19/05/2010 13 2.30 0.044 0.01900 NAO NAO 26/05/2010 SIM 13/09/2010 TRM 127
SIM 24/06/2010 15 6.70 0.023 0.00340 SIM 11/07/2010 32 10.00 0.010 <0.00100  NAO 14/07/2010 NAO 36

NAO NAO NAO 18/04/2008 NAO 24
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ANEXO 8:

ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO

g, FACULDADE DE MEDICINA _
by % CENTRO DE POS-GRADUAGAO
‘ Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
I!i“g‘ Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
y Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640
UENG

ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAQO DE MESTRADO de LETICIA ROCHA BORGES,
n° de registro 2009659010. As quatorze horas do dia vinte e nove de setembro de 2011,
reuniu-se na Faculdade de Medicina da UFMG a Comiss&o Examinadora de dissertagéo
aprovada pelo Colegiado do Programa para julgar, em exame final, o trabalho intitulado:
“DIAGNOSTICO DA DOENGCA DO ENXERTO-CONTRA-HOSPEDEIRO AGUDA DO
TRATO GASTROINTESTINAL EM PACIENTES SUBMETIDOS A TRANSPLANTE
ALOGENICO DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS. ESTUDO DESCRITIVO
DAS ALTERAGOES CLINICAS E DOS EXAMES COMPLEMENTARES”, requisito final
para a obtencdo do Grau de Mestre em Saude do Adulto, pelo Programa de Pés-
Graduagdo em Ciéncias Aplicadas a Saude do Adulto — area de concentragdo em
Ciéncias Aplicadas ao Aparelho Digestivo, da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais. Abrindo a sessa@o, o Presidente da Comiss&o, Prof. Aloisio
Sales da Cunha, apés dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares
do trabalho final, passou a palavra a candidata para apresentacdo de seu trabalho.
Seguiu-se a arguicao pelos examinadores com a respectiva defesa da candidata. Logo
apos, a Comiss&o se reuniu sem a presenga da candidata e do publico para julgamento e
expedicéo do resultado definitivo. Foram atribuidas as seguintes indicagées:

Prof. Aloisio Sales da Cunha/ Orientador Instituicao: UFMG Indicacao: ﬁgﬂym

Prof. Henrique Oswaldo da Gama Torres/ Coorientador Instituigio: UFMG  Indicagao: APROVADA
Prof. Afonso Celso Vigorito Instituic@o: UNICAMP  Indicag&o: HMQVﬂ\”{

Prof. Wellington Morais Azevedo Instituicdo: UFMG  Indicagao: MV@”/;,

Pelas indicagdes, a candidata foi considerada "}*%Q\AD Vdd&_/ e

O resultado final foi comunicado publicamente & candidata pelo Presidente da Comissao.
Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sess&o e lavrou a presente ATA que
sera assinada por todos os membros participantes da Comis;éo Examinadora. Belo
Horizonte, 29 de setembro de 2011. f / / )

Prof. Aloisio Sales da Cunha/ Orientador | .
Prof. Henrique Oswaldo da Gamw 7 [ \ V\
Prof. Afonso Celso Vigorito 7 = o . \;[ \
Prof. Wellington Morais Aeovesh_ N\ ’1] T/ (f W~ ‘

. . Y t 1 ~
Profa. Teresa Cristina de Abreu Ferrari/Coordenadora do Absou Ferrart
Obs.: Este documento ndo tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador Coord. PG. em Ciéncias Aglicadss
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ANEXO 9:

DECLARACAO DA DEFESA DE DISSERTACAO
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e, FACULDADE DE MEDICINA
? CENTRO DE POS-GRADUACAO
)1 Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
..nnlt;lf"" Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640
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DECLARACAO

A Comissdao Examinadora, abaixo assinada, composta pelos Professores
Doutores: Aloisio Sales da Cunha, Henrique Oswaldo da Gama Torres, Afonso
Celso Vigorito e Wellington Morais Azevedo, aprovou a defesa da dissertagéo
intitulada: ~ “DIAGNOSTICO DA DOENGA DO ENXERTO-CONTRA-
HOSPEDEIRO AGUDA DO TRATO GASTROINTESTINAL EM PACIENTES
SUBMETIDOS A TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELULAS-TRONCO
HEMATOPOETICAS. ESTUDO DESCRITIVO DAS ALTERAGOES CLINICAS E
DOS EXAMES COMPLEMENTARES”, apresentada pela mestranda LETICIA
ROCHA BORGES, para obtengao do titulo de Mestre em Saude do Adulto, pelo
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Aplicadas a Saude do Adulto — area de
concentragao em Ciéncias Aplicadas ao Aparelho Digestivo, da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, realizada em 29 de setembro
de 2011.
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