RUBENS MACEDO ARANTES JUNIOR

Descricdo da técnica de revascularizacdo sequencial do enxerto e comparacao

com atécnica simultanea em um modelo de autotransplante uterino em ovelhas

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo para obtencéao do

titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de Ciéncias em Gastroenterologia

Orientador: Prof. Dr. Wellington Andraus

(Versédo corrigida. Resolucdo CoPGr 6018/11, de 01 de novembro de 2011.

A versdo original esta disponivel na Biblioteca FMUSP)

Sao Paulo
2022



RUBENS MACEDO ARANTES JUNIOR

Descricdo da técnica de revascularizacdo sequencial do enxerto e comparacao

com atécnica simultanea em um modelo de autotransplante uterino em ovelhas

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo para obtencéao do

titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de Ciéncias em Gastroenterologia

Orientador: Prof. Dr. Wellington Andraus

(Versédo corrigida. Resolucdo CoPGr 6018/11, de 01 de novembro de 2011.

A versdo original esta disponivel na Biblioteca FMUSP)

Sao Paulo
2022



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reprodugao autorizada pelo autor

Arantes Junior, Rubens Macedo

Descricdo da técnica de revascularizacéo
sequencial do enxerto e comparagdo com a técnica
simultdnea em um modelo de autotransplante uterino
em ovelhas / Rubens Macedo Arantes Junior. -- S&o
Paulo, 2022.

Tese (doutorado) --Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.

Programa de Ciéncias em Gastroenterologia.

Orientador: Wellington Andraus.

Descritores: 1.Métodos 2.0vinos 3.Transplante
4.Utero 5.Isquemia quente 6.Reperfuséo

USP/FM/DBD-111/22

Responsavel: Erinalva da Conceigéo Batista, CRB-8 6755




DEDICATORIAS

Aos meus aves, que mesmo nas adversidades da vida, foram grandes exemplos de

amor, fé e luta.

Meus pais Rubens e Josefa e meus irméos Leandro e Pedro, minha familia, meus
exemplos de amor, carater, luta e companheirismo, que sempre me apoiaram e

possibilitaram que eu realizasse o meu sonho e chegasse até aqui.

Meu tio Gil, a quem eu tenho o privilégio de poder considerar meu segundo pai. Que
participou de muitos dos momentos mais felizes da minha vida e quem me estendeu

a mao nos momentos mais dificeis. E que foi fundamental para esta conquista.

Minha esposa Claudia, quem eu amo e admiro muito. Que me apoiou e me deu forca
nos momentos dificeis e nos momentos de duvidas, com quem eu celebro as vitorias
e conquistas e que também foi fundamental para esta conquista. E com quem eu

construi a maior obra de nossas vidas, nossa familia.

Aos meus filhos Enrico e Catarina que sdo o meu maior orgulho, onde eu recarrego

minhas energias e a face mais pura e verdadeira do significado da palavra amor.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Luiz Augusto Carneiro de Albuquerque, que em um momento dificil na
minha vida, acreditou em mim, me deu grandes oportunidades profissionais e de fazer
parte de um grupo de exceléncia. Grande exemplo de lider, médico e ser humano.

Minha eterna gratidao.

Ao Prof. Dr. Wellington Andraus, meu orientador e grande amigo. Outro grande

exemplo de médico e ser humano. Que idealizou e me ajudou a realizar esta tese.

Aos médicos da Disciplina de Transplante de Orgéo do Aparelho Digestivo, grandes
amigos, com quem eu aprendo a cada dia e que contribuem para que 0 N0OSSso
trabalho, que pode ser arduo em alguns momentos, seja extremamente prazeroso e

recompensador.

Ao Dr. Ryan Yukimatsu Tanigawa, pela exceléncia na analise histolégica e que trouxe

grande contribuicdo para este trabalho.

Ao Dr. Amadeu Batista Neto, companheiro de experimentos, que conduziu com

grande carinho e habilidade a anestesia dos experimentos realizados.

Milena Froes, que me ajudou imensamente na ardua burocracia da busca de

fomentos.

Vilma Libério, pelo grande auxilio em todos 0s passos operacionais para a realizacao

dessa tese.

Jairo Marques Moreira, pelo auxilio na formatacao desta tese.

A todos os funcionarios do Laboratdério de analise clinicas (LIM 37), que possibilitaram

a realizacao dos experimentos e dessa tese.

A todos os funcionarios da Disciplina de Transplante de Org&os do Aparelho Digestivo

pela amizade e colaboracao diaria.



NORMALIZACAO ADOTADA

Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta

publicagao:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors

(Vancouver).

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e
Documentacdo. Guia de apresentagcdo de dissertagcdes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F.
Crestana, Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 3a

ed. Sao Paulo: Divisdo de Biblioteca e Documentacao; 2011.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in

Index Medicus.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS
LISTA DE TABELAS

LISTA DE FIGURAS

RESUMO
ABSTRACT
1 INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt sttt s et et e st e e saeseenn e 1
2 OBIETIVO i 10
2% R @ | o] 11 1Yo 3 o] 12 = ¢ o TS PRSPPI 11
2.2 ODJetiVO SECUNUANTO ....coueeieiiiiieetiee ettt e e 11
3 MATERIAIS E METODOS ......oouiicteeeieeteeeeete et es st ssaese s sten s s saene s 12
3.1 ASPECLOS BLICOS. . .eeiiiieieiitieeeitee ettt ettt ettt et e et e e sb e s anne e e nn e e 13
3.2 Financiamento dO ProjetO........cccuiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e 13
R B OF - LU 5] 1 oF= NP 13
3.4 Variaveis eStUAAAS ..........cooiiiiiiiiiiieiee e 14
3.4.1 ANAlISE MACIOSCOPICA ... vveeeureieeiieeeaiiieeeiieee st e e sbee e e sibeeesbee e s sbeeeesaeeeeas 14
3.4.2 Analise Laboratorial ............cocuviiiiiieiiiic e 14
3.4.3 ANAlISE NISOIOQICA ......evveeee et 15
I I O (o =1 g (o]0 | =11 4 = WU 17
3.6 ProcedimentO Pré-aneSteSICO.....uuuiiiiiiiiieeiiiiiieeeesiiie et e e e e e 18
3.7  Procedimento @nESIESICO .........eeeiiuiiiiiiiie it 18
3.8  Procedimento CirUrQICO........ccoiiiuiiiiiiie e e et e e e e e e e e e e e 19
3.9 ANALISE ESTAliISTICA ..eeeiieeiiiie ettt 21
4 RESULTADOS ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaeaaaes 22

4.1  Descricao da técnica de revascularizacdo sequencial do enxerto uterino . 23

4.1.1 Descricdo do procedimento CIFUIQICO .......ccvuveereeeiiiiieeeeeeiiiieeeeesieeeee e 23



4.2 Comparagdo entre 0s grupos (revascularizacdo sequencial e

revascularizacdo simultdnea do enxerto Uterin0o) ........cccceevvviviiviiieereeeee e 30
5 DISCUSSAOD ....ouiiiieeiiieieeseietsee et ss et sse et es st nsseeesnnes 50
6 CONCLUSAO. ..ottt 61
T ANEXO S . i e e e e e e e aaaaaan 63
Anexo A - Aprovacao do CEUA. ... 64
Anexo B - Termo de Outorga e Aceitagdo de AuXilioS. ........cccoeeeeriieiiniiie e 65

Anexo C - Variaveis encaminhadas no banco de dados para analise, unidades de

medida € tiPO da VANAVEL...........ooiiiiiiiiii e 66
Anexo D - Variaveis criadas para a analise estatistiCa. .........ccccccceeeveviecnviiineeneneenn. 68
Anexo E - Artigo publicado em revista indexada ao Pubmed. ............................... 69

8 REFERENCIAS ... e e ettt 70



LISTA DE ABREVIATURAS

AST Aspartato aminotransferase

ATP Trifosfato de adenosina

CPK Creatinofosfoquinase

DC Débito cardiaco

DHL Desidrogenase lactica

DP Desvio Padréo

FC Frequéncia cardiaca

FIV Fertilizac&o Invitro

Q Intervalo interquartil

IFU Infertilidade por fator uterino
MMF Micofenolato mofetil

MRKH Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser
PAM Presséao arterial média

ROS Espécies reativas de oxigénio
SIR Sindrome de isquemia e reperfusdo
UTx Transplante uterino

TAC Tacrolimus

TIQ Tempo de isquemia quente

VD Veia Direita

VE Veia Esquerda



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Protocolos de imunossupressdo no transplante uterino (inducao,
manutencao e tratamento de reJRICAD). ....ouueeeiiiiiiiiiiiiieeei e 8
Tabela 2 - Definicdes histologicas para avaliagdo de lesdo tecidual de isquemia e
reperfusao dos enXertoS ULEINOS. ...ccoeiiiiiii it 16
Tabela 3 - Estatistica descritiva da variavel tipo de revascularizacdo com o numero de
pacientes (N), porcentagem e intervalo de confianca (IC) de 95% por categoria. ....30
Tabela 4 - Estatistica descritiva dos tempos de cirurgia e isquemia de acordo com o
tiPO de reVaSCUIANIZAGAOD............evvviiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaes 30
Tabela 5 - Estatistica descritiva da presséo arterial média em tempos T0O, T1 e T2, de
acordo com 0 tipo de revasCUlariZaGao. ............eeeeeeiiiiiiiiiieieiee e e e e e e eescreree e e e e e e e e 31
Tabela 6 - Estatistica descritiva da pressao arterial média em tempos 0, 1 e 2, de
acordo com 0 tipo de revasCUlariZaGao. ............eeeeeeiiiiiiiiiieieieeee e e e e eeece e e e e e e e 32
Tabela 7 - Resultados da andlise semelhante a ANOVA (ANOVA nédo paramétrica)
das variaveis de interesse por tipo de revascularizagao. ............ccceeccvvvvvriiereeeeeeneiinns 32
Tabela 8 - Avaliagcdo macroscopica da revascularizagdo do enxerto uterino na técnica
de revascularizagao SIMUIANEA. ..........cc..uuiiiiiiiee e e e e e e e 35
Tabela 9 - Avaliagcdo macroscopica da revascularizagdo do enxerto uterino na técnica
de revascularizagao SEQUENCIAL. ..........cc.uuuiiiiiiiee e r e e e e e e e e e 35
Tabela 10 - Estatistica descritiva das variaveis qualitativas da avaliagdo macroscépica
com o numero de pacientes (N), porcentagem e intervalo de confianca (IC) de 95%
[ToT g o= 1 (=T o] - VA POPPPPPPPRRRP 37
Tabela 11 - Frequéncia das variaveis de reperfusdo sanguinea em analise
macroscopica por tipo de revascularizacdo, com teste estatistico de associacdo (qui-
(o [T =T 7= To [0 ) FO PP OPPPPPRRPPPPRP 38
Tabela 12 - Estatistica descritiva do parametro hematolégico AST (lados direito e
esquerdo em tempos 0, 1 e 2), de acordo com o tipo de revascularizacéao............... 38
Tabela 13 - Estatistica descritiva do parametro hematolégico CPK (lados direito e
esquerdo em tempos 0, 1 e 2), de acordo com o tipo de revascularizacéo............... 39
Tabela 14 - Estatistica descritiva do parametro hematolégico DHL (lados direito e

esquerdo em tempos 0, 1 e 2), de acordo com o tipo de revascularizagéo............... 40



Tabela 15 - Estatistica descritiva do parametro hematoldgico Lactato (lados direito e
esquerdo em tempos 0, 1 e 2), de acordo com o tipo de revascularizacéo............... 41
Tabela 16 - Resultados da anélise semelhante a ANOVA (ANOVA nédo paramétrica)

das variaveis de interesse por tipo de revascularizacéo e lado (esquerdo ou direito).

Tabela 17 - Estatistica descritiva das variaveis qualitativas histologicas com o nimero
de pacientes (N), porcentagem e intervalo de confianca (IC) de 95% por categoria.46
Tabela 18 - Frequéncia das variaveis de analise histolégica por tipo de

revascularizacdo, com teste estatistico de associacéo (qui-quadrado)..................... 47



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Visdo geral de transeccdes, ligaduras e linhas de anastomose no
transplante de Utero. (A) Desenho esquematico das artérias (vermelho) e veias (azul)
conectadas ao Utero. As linhas de transeccédo sao indicadas por linhas pretas. (B) O
Utero posicionado na pelve da receptora com anastomoses bilaterais término-laterais
NOS vasos iliacos extern0s da reCePtOra. ..........cccccvuiiiiiieeee e 6
Figura 2 - Figura representativa da técnica cirtrgica do receptor do transplante de
0] (T o TR PRPR PP 7

Figura 3 - Organograma representando as etapas do trabalho em ambos os grupos

L2 (U0 F= o [0 1S PO PRPRTOPRRR 17
Figura 4 - Animal em preparacdo anestésica para o procedimento cirdrgico............. 19
Figura 5 - Incisdo abdominal por laparotomia mediana. .............cccccvvveeeeeeeeceecccnnennen, 23

Figura 6 - Avaliacdo inicial do enxerto uterino apds exposicdo com o auxilio de
compressas e afastador OrtOSTALICO. ..........uuviiiiiieeeiiiicie e 24

Figura 7 - Disseccdo da artéria uterina, segmento da artéria iliaca interna, veia uterina

LU =] (] T 25
Figura 8 - Disseccao da artéria e veia iliaca externa. .........ccccceeeeeviciiveeeeesiiieee e 25
Figura 9 - Disseccao entre 0 Utero € a bexiga. ........cccccvveeeeiiiiiiciiiiieee e 26
Figura 10 - Disseccao e seccao da cupula vaginal..........cccccoccveeeeiiiiiiinee s 26

Figura 11 - Na cirurgia de mesa, o enxerto uterino imerso em solugéo de ringer lactato
gelado sendo preparado para 0 IMPIANte. ..........eeevvviiiiiiriiiiiii 27
Figura 12 - Enxerto uterino sendo preparado na cirurgia de mesa para o implante..27
Figura 13 - Preparacdo da artéria uterina para o implante, mostrando o segmento da
artéria iliaca interna seccionado na face contralateral a emergéncia da artéria uterina,

aumentando assim a area para realizacdo da anastomose no momento do implante.

Figura 14 - Anastomoses da artéria e veia Uterina. ...........cccoeeeccvviiieiieeeee e, 29
Figura 15 - Enxerto sendo perfundido pela técnica de revascularizacdo sequencial
01 ] 1o PRSPPSO 29

Figura 16 - Tempo de isquemia quente (em minutos), por tipo de revascularizagéo.



Figura 17 - Box-plot da Presséo Arterial Média (PAM), comparando as medianas e
intervalo interquartil entre 0os grupos experimentais, em cada um dos tempos
oY= 1= T [0 1 3OO PRERRR 33
Figura 18 - Box-plot do Débito Cardiaco (DC), comparando as medianas e intervalo
interquartil entre os grupos experimentais, em cada um dos tempos avaliados. ...... 34
Figura 19 - Exemplo do aspecto da perfusdo do utero (animal 5) na revascularizacao
simultdnea nos momentos inicial (19a), 30 segundos (19b) e 60 segundos (19c) apods
perfusdo. Demonstrando o Utero completamente perfundido no momento 30 segundos
POS PEITUSAD. .....ciiiiiiieiieee e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s aeaabsseeeeeaaaeeeeesasnnnssrenees 36
Figura 20 - Exemplo do aspecto da perfusao do utero (animal 02) na revascularizacéo
sequencial nos momentos inicial (20a), 30 segundos (20b) e 60 segundos (20c) apos
perfusdo. Demostrando o Utero completamente perfundido no momento 30 segundos
O TO ST 01T 10 1S Lo SRR 36
Figura 21 - Aspecto da perfusdo do atero (animal 10) na revascularizacao sequencial
nos momentos inicial (21a), 30 segundos (21b) e 60 segundos (21c) apos a reperfuséo
do enxerto. Mostrando o Utero parcialmente perfundido 30 segundos apdés a perfusao,
e totalmente perfundido 60 segundos apds reperfuSan. .......ccccceeeveeeciiivieieeeeeeeee e, 37
Figura 22 - Box plot dos valores medianos e intervalo interquartil de AST entre os

lados, em cada um dos tempos medidos, agrupados pelo tipo de revascularizacéo.

Figura 23 - Box plot dos valores medianos e intervalo interquartil de CPK entre os

lados, em cada um dos tempos medidos, agrupados pelo tipo de revascularizagéo.

Figura 24 - Box plot dos valores medianos e intervalo interquartil de DHL entre os

lados, em cada um dos tempos medidos, agrupados pelo tipo de revascularizacéo.

Figura 25 - Box plot dos valores de Lactato entre os lados, em cada um dos tempos
medidos, agrupados pelo tipo de revascularizagao. ............oooeeeuvvviiiiieneeee e 45
Figura 26 - Biopsia de tecido uterino corado em hematoxilina e eosina mostrando
deMA INTEISHCIAL ... e e e e 48
Figura 27 - Bi6psia de tecido uterino corado em hematoxilina e eosina mostrando

Estase em capilar e reatividade endotelial. .................ccccciii, 48



Figura 28 - Bidpsia de tecido uterino corado em hematoxilina e eosina mostrando
estase sanguinea com rolamento de neutrdfilos e reatividade endotelial e infiltrado
NEULrOfiliCO NO ©SIIOMAL. ... e e e 49

Figura 29 - Bidpsia de tecido uterino mostrando rolamento de neutrdfilos. ............... 49



RESUMO

Arantes Junior RM. Descricdo da técnica de revascularizacao sequencial do enxerto
e comparacao com a técnica simultanea em um modelo de autotransplante uterino em

ovelhas [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2022.

Introducéo: O transplante uterino foi desenvolvido para o tratamento de pacientes
portadoras de infertilidade por fator uterino exclusivo, e por se tratar de uma nova
modalidade de transplante, ainda existe espago para 0 seu aprimoramento técnico.
Um fator que sabidamente impacta na sobrevida do enxerto em transplante de érgéos
de uma maneira geral é o tempo de isquemia quente. No transplante de Uutero,
especificamente, séo realizadas pelo menos duas anastomoses vasculares de cada
lado do utero e a revascularizacdo do enxerto acontece, quando as pingas vasculares
das artérias e veias séo liberadas em ambos os lados, simultaneamente. Por este
motivo é esperado que o tempo de isquemia quente no transplante uterino seja
consideravelmente longo. Objetivos: O objetivo do trabalho foi descrever a técnica
sequencial de revascularizacdo do enxerto uterino, que tem o intuito de reduzir o
tempo de isquemia quente do procedimento e compard-la com a técnica de
revascularizacéo simultanea. Métodos: Para o procedimento foi realizada a técnica
de autotransplante uterino e foram utilizadas dez ovelhas adultas com cerca de 45kg,
nao prenhas, divididas em dois grupos: grupo de revascularizacdo simultanea (5
animais) e grupo de revascularizacdo sequencial do enxerto (5 animais). Para a
avaliacdo dos grupos analisamos os tempos de procedimento e isquemia quente, a
macroscopia do enxerto, além das anélises hemodinamica, laboratorial e histologica
do utero. Resultados: No presente trabalho, foi descrito passo a passo a técnica de
revascularizacdo sequencial do enxerto uterino e demostrado ser esta factivel e de
facil execucdo. Na comparacdo com a técnica simultanea, ambos os grupos tiveram
tempo de procedimento cirargico semelhantes, e o tempo de isquemia quente foi
significativamente menor no grupo de revasculariza¢do sequencial, com medianas de
32min no grupo sequencial versus 72min no simultaneo (p = 0,008). A macroscopia
do enxerto e os parametros hemodinamicos, laboratoriais e histologicos avaliados
foram semelhantes entre o0s grupos estudados. Conclusdo: A técnica de

revascularizagdo sequencial se mostrou factivel e de facil execugéao e reduziu de



forma significativa o tempo de isquemia quente no modelo de autotransplante uterino

em ovelhas, sem comprometer a viabilidade do enxerto.

Descritores: Métodos; Ovinos; Transplante; Utero; Isquemia quente; Reperfusio.



ABSTRACT

Arantes Junior RM. Sequential graft revascularization technique description and
comparison with the simultaneous technique in a sheep model of uterine auto
transplantation [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2022.

Introduction: Uterine transplantation was developed for the treatment of exclusive
uterine factor infertility, and as it is a new modality of transplantation, there is still room
for technical improvement. A factor that impacts graft survival in organ transplantation
is the warm ischemia time. In uterine transplantation specifically, at least two vascular
anastomoses are performed on each side of the uterus and the graft revascularization
takes place when the vascular clamps of the arteries and veins are released on both
sides simultaneously. For this reason, the warm ischemia time in the uterine transplant
Is expected to be considerably long. Objectives: The purpose of this study was to
describe a sequential technique of uterine graft revascularization, which aims to reduce
the warm ischemia time of the procedure and to compare it with the simultaneous
revascularization technique. Methods: For the procedure, the uterine auto
transplantation technique was performed using ten non-pregnant adult ewes, weighing
about 45kg and divided in two groups: simultaneous revascularization group (5
animals) and sequential graft revascularization group (5 animals). To evaluate the
groups, we analyzed the procedure and warm ischemia times, graft macroscopy,
hemodynamic, laboratory and histological parameters of the uterus. Results: The
technique of sequential revascularization of the uterine graft was described step by
step and demonstrated to be feasible and easy to perform. In comparison with the
simultaneous technique, the groups had similar surgical procedure times and the warm
iIschemia time was significantly shorter in the sequential revascularization group, with
medians of 32min in the sequential group versus 72min in the simultaneous (p.0.008).
The graft macroscopy and hemodynamic, laboratory and histological parameters
evaluated were similar between the groups. Conclusion: The sequential
revascularization technique proved to be feasible and easy to perform and efficiently
reduced the warm ischemia time in the sheep uterine auto transplantation model,

without compromising graft viability.



Descriptors: Methods; Sheep; Transplantation; Uterus; Warm ischemia; Reperfusion.
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Introducéo 2

O transplante uterino (UTx) foi desenvolvido para o tratamento de pacientes
portadoras de infertilidade por fator uterino exclusivo, sem possibilidade de correcéao
cirargica e que desejam engravidar.! As outras op¢Ges para essas pacientes atingirem
a maternidade sédo a gestacéo por utero de substituicdo (US) e a adoc¢ao, porém, em
nenhuma dessas opc¢des a paciente tem a possibilidade de conceber.?

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, infertilidade € a incapacidade de
um casal alcancgar a concepc¢ao ou leva-la a termo apds 12 meses ou mais de relacdes
sexuais regulares e sem prote¢do.® Estima-se que a infertilidade afeta entre 8 e 12%
dos casais em idade reprodutiva em todo o mundo.*

A Infertilidade por fator uterino (IFU) € definida como uma condi¢ao infértil
causada por problemas relacionados exclusivamente ao Utero e pode ser classificada
como congénita ou adquirida.®> A IFU congénita inclui malformacdes uterinas, como
Gtero arqueado e septado, Utero unicorno, bicorno e didelfo e a sindrome de Mayer-
Rokitansky-Kuster-Hauser (MRKH).6 E a IFU adquirida é causada por histerectomias
por tumor maligno do utero, incluindo cancer cervical e endometrial; doencas
benignas, como miomas uterinos; adenomiose; polipos endometriais; hemorragia pés-
parto e a sindrome de Asherman ou aderéncia endometrial. A principal causa da IFU
€ a histerectomia devido a miomas uterinos.” A sua prevaléncia é de
aproximadamente 3 a 5% da populagéo em geral.®

Mulheres portadoras de IFU tem basicamente 3 opg¢les para atingirem a
maternidade: a gestacdo por US, a adog¢éo e, mais recentemente, o UTx.°

Na Europa, o US néo é oficialmente permitido na Austria, Bulgéria, Dinamarca,
Finlandia, Franca, Alemanha, Italia, Malta, Noruega, Portugal, Espanha e Suécia. O
US altruista, mas ndo comercial, é permitido na Bélgica, Grécia, Holanda e Reino
Unido. Alguns paises europeus, como Polénia e Republica Tcheca, atualmente néo

tém leis que regulem essa pratica.®

No Brasil, os casos de US sao regidos pela Resolugao n°® 2.294/21 do Conselho
Federal de Medicina: “A cedente temporaria do Utero deve ter ao menos um filho vivo
e pertencer a familia de um dos parceiros em parentesco consanguineo até o quarto
grau. Demais casos estédo sujeitos a avaliacdo e autorizacdo do Conselho Regional
de Medicina. A cessdo temporaria do Utero ndo podera ter carater lucrativo ou

comercial e a clinica de reproducéo nao pode intermediar a escolha da cedente”.'!



Introducéo 3

A adocéao continua sendo um complexo processo administrativo, que pode ser
bastante demorado e desgastante para os envolvidos. No Reino Unido, o processo de
adocdo pode levar até dois anos, sem a garantia de um desfecho bem sucedido.?
Além disso, US e adocdo ndo sdo solucbes para mulheres que querem ter uma
gestacdo.!?

Um estudo francés mostrou que 20% das pacientes com IFU absoluta ndo
consideravam adogao ou US, enquanto 60% mostraram interesse pelo UTx, apesar
dos riscos e da incerteza quanto ao seu sucesso.4

Estudos também apontam que 90% das mulheres desejam ter filhos e a
frustracdo deste objetivo pode trazer importantes consequéncias ndo sO para as
pacientes, como também para a sociedade. Casais inférteis apresentam maior
incidéncia de transtornos ansiosos e depressivos, muitos destes com necessidade de
tratamento, menor produtividade no trabalho e menores indices de qualidade de
vida.15-18

Apesar da notavel evolucdo alcancada na medicina reprodutiva nas ultimas
décadas, principalmente, com a introducéo da fertilizacéo in vitro no final da década
de 70 e a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides no inicio dos anos 90, esta
se manteve praticamente estagnada quando se trata do tratamento de IFU.*°Por
muitos anos, o US e a adocdo foram as Unicas opcdes para mulheres portadoras
desse tipo de infertilidade. Entretanto, mais recentemente, o UTx vem se mostrando
uma opcao de tratamento que proporciona o restabelecimento da fertilidade em
pacientes portadoras dessa enfermidade.?

Os primeiros estudos experimentais em transplante de 6rgédos do aparelho
reprodutor feminino, foram realizados nos anos 60.2° Zhordania et al., em 1964,
realizaram o autotransplante de Utero e ovarios em ovelhas, através da técnica de
omentopexia.?! E pouco tempo depois, Eraslan et al. realizaram o autotransplante do
Utero e ovarios com revascularizacao do enxerto através de anastomoses vasculares,
sendo este o primeiro relato de reimplante Gtero-ovariano utilizando anastomoses
vasculares, mostrando que o transplante utero-ovariano seria tecnicamente
possivel.??

Alguns outros trabalhos cientificos ainda foram publicados nesse periodo,
porém, o interesse no desenvolvimento de um modelo animal para o transplante de
utero declinou de forma significativa ap0s a metade dos anos 70, provavelmente,

devido a problemas associados a imunossupressao disponivel naquele momento e
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também ao desenvolvimento do procedimento de fertilizag&o in vitro para o tratamento
da infertilidade por fator tubario. Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura
durante as décadas de 80 e 90 sobre transplante uterino.??

Em um periodo mais recente, no ano de 2002, Racho EI-Akouri et al.
desenvolveram um modelo animal em camundongos para estudar o processo de
implante do enxerto uterino e a gestacao, bem como a imunologia do transplante do
Utero, sendo este o primeiro relato de transplante de Utero com funcionalidade
comprovada em camundongos.?* E em 2003, este mesmo grupo, demostrou que as
taxas de gravidez e implantacdo de embrido e os pesos dos fetos e placentas, bem
como o desenvolvimento poés-natal dos animais no utero transplantado, foram
comparaveis ao grupo controle.?®

O modelo animal utilizando ovelhas também se mostrou bastante importante
no desenvolvimento do transplante uterino.?®> Nesse contexto, em 2010, Wranning et
al. demonstraram a possibilidade de fertilidade e gravidez apés o autotransplante do
Gtero em um modelo animal de tamanho comparavel ao humano.?®

Jé os estudos de UTx em primatas forneceram informag8es importantes para
a aplicacdo clinica em humanos, devido as caracteristicas anatbmicas e também
fisiolégicas semelhantes aos humanos. Em 2012, Mihara et al., relataram pela
primeira vez, gravidez natural em primatas ndo humanos, apds autotransplante
uterino.?’

A grande maioria, dos UTx realizados até a presente data, foram procedimentos
realizados com doadores vivos.? A primeira tentativa de UTx na histéria recente foi um
UTx com doador vivo, realizado por Fageeh et al., no ano 2000 em Jeddah, Arabia
Saudita. Uma doadora nao relacionada na peri menopausa doou o Utero & uma
receptora submetida a histerectomia peri parto de emergéncia. O Utero transplantado
evoluiu com necrose secundaria a trombose dos vasos uterinos e foi removido 99 dias
pos UTx.28

Os nove casos seguintes foram realizados dentro do primeiro ensaio clinico em
UTX, iniciado no ano de 2012 na Suécia. Foram incluidas oito receptoras portadoras
da sindrome de MRKH e uma com histerectomia radical por cancer cervical. Sete das
nove doadoras eram relacionadas. Cinco doadoras estavam na pds-menopausa e
todas as doadoras tiveram apenas gestacdes ndo complicadas. Em 6 meses de

acompanhamento, sete dos nove uteros ainda eram viaveis. As causas das duas
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remogOes dos enxertos uterinos foram trombose bilateral dos vasos uterinos e
infeccéo intrauterina persistente, evoluindo para abscesso intrauterino.?®

O primeiro nascimento ocorreu em setembro de 2014. A receptora era uma
paciente portadora da sindrome MRKH e a doadora era néo relacionada e tinha 61
anos de idade. Na 312 semana de gestacdo, a mée evoluiu com um quadro de pré-
eclampsia e o parto cesarea foi realizado com sucesso.3°

Quanto ao UTx com doador falecido o primeiro caso foi realizado na Turquia e
publicado no ano de 2013. Uma mulher portadora da sindrome de MRKH, recebeu o
Utero de uma doadora nulipara de 22 anos com morte encefalica, vitima de um trauma.
A paciente teve o primeiro ciclo menstrual 20 dias apds o procedimento, porém, nédo
existe relato de nascimento deste caso.3!

O primeiro transplante uterino com doador cadaver com relato de nascimento,
foi realizado em S&o Paulo, Brasil. Em setembro de 2016, uma mulher de 32 anos
portadora de sindrome de MRKH foi submetida ao transplante uterino no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Brasil. A doadora
tinha 45 anos, antecedente de trés partos vaginais e a causa da morte encefalica foi
hemorragia subaracndide. A primeira menstruacdo ocorreu 37 dias ap0s o
transplante, e regularmente (a cada 26-32 dias) a partir de entdo. A paciente
engravidou apés a primeira transferéncia de embrido, 7 meses apoés o transplante.
Nenhum episédio de rejeicdo ocorreu durante a gestacdo. A cesarea foi realizada
proximo a 362 semana de gestacao e a crianca nasceu saudavel com 25509 de peso.
O utero foi removido no mesmo procedimento cirdrgico e a terapia imunossupressora
foi suspensa. Sendo este o primeiro caso de nascido vivo apos transplante de utero
de um doador falecido no mundo.3?

A cirurgia com doador vivo foi descrita por Brannstrom et al. em 2014. Utilizando
uma incisao na linha média infra umbilical, o Utero é dissecado e isolado junto com 0s
ligamentos uterinos, que sdo importantes para sua fixacdo apos o implante. A
salpingectomia bilateral € realizada. Os vasos uterinos sdo cuidadosamente
dissecados e separados dos ureteres. A vagina é seccionada de tal forma que o

comprimento seja suficiente para anastomose no receptor e o enxerto é retirado
(Figura 1).%°
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Figura 1 - Visédo geral de transecg¢les, ligaduras e linhas de anastomose no
transplante de utero. (A) Desenho esquematico das artérias (vermelho) e veias (azul)
conectadas ao Utero. As linhas de transeccédo sao indicadas por linhas pretas. (B) O
Utero posicionado na pelve da receptora com anastomoses bilaterais término-laterais
nos vasos iliacos externos da receptora.

Fonte: Brannstrom et al., 2014.%°

Quanto aos doadores falecidos, séo tipicamente doadores de multiplos 6rgaos,
e sao submetidos a uma grande incisdo na linha média com uma maior exposi¢ao dos
orgaos. Como resultado, a captacdo do 6rgdo pode ser menos restritiva, trazendo
vasos mais longos, o que pode facilitar a reconstrucdo vascular. O Utero, assim como
0s outros 6rgaos é heparinizado e perfundido com solucdo de preservacdo antes da
retirada.®?

E muito importante que os procedimentos do doador e do receptor sejam
sincronizados para assim minimizar o tempo de isquemia do 6rgdo. Na cirurgia do
receptor o acesso € obtido através de uma incisdo na linha média infra umbilical. O
Gtero nativo, quando presente, é removido, e o local é entdo preparado para receber
0 novo oOrgao. Os vasos iliacos sao dissecados e isolados. O enxerto uterino é
colocado em sua posi¢do habitual na pelve e sédo realizadas as anastomoses
vasculares entre 0s vasos uterinos do enxerto e 0s vasos iliacos externos do receptor.
Apds o término das anastomoses vasculares de ambos os lados, o enxerto é
revascularizado (Figura 2). A borda vaginal do enxerto € anastomosada a cupula da
vagina da receptora e o Utero é fixado em sua localizacdo pélvica através dos

ligamentos uterinos.3!:32
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Figura 2 - Figura representativa da técnica cirdrgica do receptor do transplante de

/ ‘\u/

/A

utero.

External iliac artery

Uterine
artery

Vaginal anastomosis

Fonte: Ejzenberg D et al., 2019.%

A terapia imunossupressora é habitualmente mantida até que o enxerto seja
removido. Por esse motivo, as complicagdes que esta terapia pode causar para o
desenvolvimento fetal devem ser ainda esclarecidas. De acordo com uma revisdo
sistematica da literatura sobre gravidez em pacientes submetidas a transplante de
figado e rim, aproximadamente 75% de todas as gestantes tiveram gestacdes bem-
sucedidas. Malformacdes congénitas foram observadas em aproximadamente 3% de
todas as mulheres gravidas transplantadas, taxa semelhante a da populacdo de
mulheres néo transplantadas.3

A Tabela 1 mostra alguns dos protocolos de terapia imunossupressora em UTX,

envolvendo inducdo e manutencgéo, utilizados até o momento.3®
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Tabela 1 - Protocolos de imunossupressao no transplante uterino (inducéo,
manutencao e tratamento de rejeicao).

Referéncia

Inducéo

Manutencéo

Rejeicao

Faggeh W. et al.,
2002%

Ciclosporina 6h
antes da cirurgia e
metilprednisolona
500mg.

Ciclosporina,
azatioprina e
prednisolona.

Timoglobulina,
metilprednisolona,
ciclosporina e
azatioprina.

ErmanAkar M. et

Timoglobulina e

TAC, MMF

Ajuste das doses

al., 2013% prednisolona. eprednisolona de prednisolona e
durante 12 meses. azatioprina.
Entdo substituicdo
do MMF por
azatioprina.
Brannstrom M. et Timoglobulina, TAC, MMF e Corticoide
al., 2014 metilprednisolona corticoide.
500mg e MMF 1g
Brannstrom M. et Timoglobulina TAC e MMF Corticoéide
al., 2015%° imediatamente antes durante 6 meses.
da cirurgia e 12h Ent&o substituicdo
apos e do MMF por
metilprednisolona azatioprina e
500mg. prednisolona.
Johannesson L. Timoglobulina TAC e MMF Corticoide e

et al., 2015

imediatamente antes
da cirurgia e 12h
apos e
metilprednisolona
500mg.

durante 10 meses.

Entdo substituicdo
do MMF por
azatioprina.

aumento da dose
de TAC.

Fonte: Ejzenberg D et al., 2016.%°

Um dos fatores que sabidamente impactam na sobrevida do enxerto em
transplante de 6rgéos é o tempo de isquemia quente (TIQ).384344 Ao consideramos a
necessidade da realizacao de pelo menos quatro anastomoses vasculares, associado
ao fato de serem anastomoses pequenas e delicadas e 0 enxerto sO ser
revascularizado apos a realiza¢do das anastomoses de ambos os lados, é esperado
gue o TIQ no transplante de Utero seja consideravelmente longo. Brannstrom et al.,
no primeiro trial clinico em transplante uterino realizado, relatam um tempo médio de
isquemia quente de 1h e 23min (+/-9min) nos procedimentos realizados.?°

Apesar de ndo existirem estudos clinicos que avaliem o impacto do TIQ no
enxerto uterino, em modelo animal Garcia et al. demostraram que 0s enxertos uterinos
submetidos a um TIQ prolongado apresentaram alteracfes morfolégicas muito mais
intensas, demostrando que o tempo de isquemia quente estendido tem efeitos

prejudiciais ao 6rgéo.*
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Por se tratar de uma nova modalidade de transplante, ainda existe espaco para
0 aprimoramento técnico do transplante uterino. Esse € o primeiro trabalho que
descreve a técnica de revascularizacdo sequencial do enxerto que tem como principal

objetivo a reducéo do tempo de isquemia quente associado ao procedimento.



2 OBJETIVO
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2.1 Objetivo primario

O objetivo primario foi descrever a técnica de revascularizacdo sequencial do
enxerto uterino, onde sao realizadas as anastomoses vasculares da artéria e veia

uterina de um lado do utero, o enxerto € revascularizado e posteriormente sao

realizadas as anastomoses vasculares contralaterais.
2.2 Objetivo secundario
Comparar a técnica de revascularizacdo sequencial com a técnica de

revascularizacdo simultanea do enxerto uterino, onde a revascularizacao se da apos

o término das anastomoses vasculares de ambos os lados do Utero.



3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Aspectos éticos

Todos os animais obtidos foram manipulados na FMUSP de acordo com o0s

preceitos da Lei n© 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de
julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e com a resolugéo no 714 de 20 de julho de 2002
do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) que regulamenta os
procedimentos de eutanasia. O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da FMUSP sob numero 063/16 em 22.06.2016 (Anexo A) apos
ter sido aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Departamento de
Gastrenterologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade

de Sao Paulo.

3.2 Financiamento do projeto

O projeto de pesquisa foi financiado através da Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&do Paulo (FAPESP), processo 2017/05389-4, com periodo
de vigéncia de 01/08/2018 & 31/07/2019 (Anexo B).

3.3 Casuistica

Para este experimento foram utilizadas ovelhas adultas com peso de
aproximadamente 45kg, ndo prenhas. Foi realizada a técnica de autotransplante
uterino, isto é, remocdo do Utero preservando as suas estruturas anatbmicas e
implante no mesmo animal, porém, com revasculariza¢do do 6érgao por anastomoses
vasculares em local diverso do original.

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Investigacao Médica 37 (LIM 37)
de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Um total de dez animais foram utilizados e divididos em dois grupos:

- Grupo de revascularizacao simultanea do enxerto (Sl), aonde as anastomoses
vasculares (artérias e veias uterinas) foram realizadas dos dois lados do utero,
iniciando-se pelo lado direito e a revascularizacdo do enxerto realizada em ambos os

lados simultaneamente.
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- Grupo de revascularizagcdo sequencial do enxerto (SE), aonde foram
realizadas primeiramente as anastomoses da artéria e veia uterina direita, o enxerto
foi entdo revascularizado, para posteriormente serem realizadas as anastomoses da

artéria e veia uterina esquerda.

3.4 Variaveis estudadas

Para a avaliacdo dos grupos foram realizadas as seguintes analises: tempo do
procedimento e tempo de isquemia quente, avaliagdo hemodinamica (pressao arterial
media (PAM) e débito cardiaco (DC)), avaliagdo macroscopica do enxerto, avaliacdo
laboratorial (Aspartato Aminotransferase (AST), Creatinofosfoquinase (CPK),

Desidrogenase Lactica (DHL) e lactato), e a avaliacao histoldégica do enxerto.

3.4.1 Anélise macroscopica

A avaliacdo macroscopica do enxerto foi feita pelo cirurgido que realizou o
procedimento, pelo primeiro auxiliar e pelo veterinario anestesista que acompanhou o
procedimento, e foi levado em consideracdo a qualidade da perfusdo do 6rgao através
dos seguintes parametros: homogénea ou heterogénea, rapida (<=30 segundos) ou

lenta (>30 segundos), unilateral ou bilateral.

3.4.2 Andlise Laboratorial

As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Anélises Especiais
do Laboratorio de Investigacdo Médica 03 (LAE-LIM 03), Departamento de Patologia,
sendo que para analise dos exames bioquimicos foi utilizado o aparelho Cobas C111
(ROCHE, Indianapolis, USA) e todos os kits utilizados nos exames foram da ROCHE
(ROCHE, Indiandpolis, USA), metodologia cinético UV. O exame de lactato foi
realizado no aparelho ABL 800 FLEX (Radiometer, Copenhague, Dinamarca)
metodologia eletrodos de ion seletivo.

As amostras de sangue total para andlise laboratorial foram colhidas em 3
momentos durante o procedimento. Logo no inicio, ap0s a abertura da cavidade
abdominal (TO), imediatamente apds a revascularizacao do enxerto (T1) e uma hora

apos a revascularizacao do enxerto (T2). A primeira amostra (T0), foi colhida através
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do cateter venoso central e as duas outras amostras sanguineas subsequentes (T1 e

T2) foram colhidas das veias uterinas direita e esquerda e analisadas separadamente.

3.4.3 Andlise histolégica

A avaliacdo histologica do enxerto foi realizada por patologista do
Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas da FMUSP. As biopsias uterinas
foram realizadas em ambos os lados do enxerto, ho corpo uterino € nos mesmos
tempos padronizados para a coleta de sangue para analise laboratorial, isto €, logo
no inicio do procedimento, ap0s a abertura da cavidade abdominal (TO),
imediatamente ap0s a revascularizagdo do enxerto (T1l) e uma hora apés a
revascularizagao do enxerto (T2).

Os fragmentos de tecido uterino, fixados em solucdo de formol a 2% e corados
com hematoxilina e eosina, foram submetidos a andlise histoldgica por microscopia
Optica por patologista Unico, sem o0 conhecimento de qual grupo pertencia cada
fragmento estudado.

As definicbes histologicas para avaliacdo de lesdo tecidual de isquemia e

reperfusdo dos enxertos uterinos estao representadas a seguir (Tabela 2).
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Tabela 2 - Definiges histologicas para avaliagdo de lesao tecidual de isquemia e
reperfusdo dos enxertos uterinos.

1. Edema:
e Presente

e Ausente

2. Estase:
e Presente
o Focal (<50%)
o Difusa (>50%)

e Ausente

3. Necrose:
e Presente
o Focal
o Difusa

e Ausente

4. Apoptose:
e Presente
o Focal
o Difusa

e Ausente

5. Neutréfilos no tecido:
e Presente

e Ausente

Fonte: Zitkute et al., 2020*? e Dahm-K&hler et al., 200843
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3.5 Organograma
Organograma demostrando a divisdo dos grupos estabelecidos para

comparacao e as respectivas etapas do trabalho que foi realizado (Figura 3).

Figura 3 - Organograma representando as etapas do trabalho em ambos os grupos
estudados.

Auto transplante
uterino em ovelhas

(10 animais)

Sl - Revascularizagdo
simultanea

(5 animais)

TO (inicio do
procedimetno) -
coleta de sangue

sistémico e bidpsias

Revascularizagdo
bilateral do enxerto

T1 (imediatamente apds a
revascularizagdo ) - coleta de
sangue das veias uterinas dir e
esq e bidpsias

T2 (1 hora apds a
revascularizagdo ) - coleta de
sangue das veias uterinas dir e
esq e bidpsias

Fonte: Producéo do préprio autor.

SE - Revascularizagdo
sequencial

(5 animais)

TO (inicio do
procedimetno) -
coleta de sangue

sistémico e bidpsias

Revascularizagdo
unilateral do enxerto

Revascularizagdo contra-
lateral do enxerto

T1 (imediatamente apds a
revascularizagdo ) - coleta
de sangue das veias uterinas
dir e esq e bidpsias

T2 (1 hora apéds a
revascularizagdo ) - coleta
de sangue das veias uterinas
dir e esq e bidpsias
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3.6 Procedimento pré-anestésico

Antes da cirurgia, os animais permaneciam em jejum de 18 horas de alimentos
sélidos e 6 horas de alimentos liquidos e recebiam medicacdo sedativa e ansiolitica

pré-anestésica intramuscular com midazolam na dose de 0,5 mg/kg.

3.7 Procedimento anestésico

A inducdo anestésica foi realizada por via intravenosa com o uso de propofol
na dose de 5 mg/kg e a intubacdo com sonda orotraqueal de tamanho apropriado de
acordo com a avalicdo do anestesista veterinario (tamanho 7,5 mm ou 8 mm). A
manutencao anestésica foi feita com a utilizagdo isofluorano 1,5 % ofertado em 100%
de oxigénio, fentanil em infusdo continua na dose de 10ug/kg/min e blogueio
neuromuscular com pancurénio na dose de 0,05mg/kg. A ventilagdo mecanica foi
realizada em volume controlado com 10mL/kg de volume corrente, ajustando-se a
frequéncia respiratoria para manter a concentracao expirada de CO2 (ETCOz2) entre
35 e 45 mmHg. A monitorizacdo hemodinamica foi feita com cateter de Swan-Ganz
instalado na veia jugular do animal através da técnica de puncdo ou disseccao
vascular, a critério do anestesista. Todo procedimento anestésico foi realizado e
acompanhado por meédico anestesista veterinario com experiéncia em cirurgia

experimental (Figura 4).
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Figura 4 - Animal em preparacgdo anestésica para o procedimento cirdrgico.

Fonte: Producao do préprio autor.

3.8 Procedimento cirargico

O acesso abdominal foi através de laparotomia mediana e apos abertura da
cavidade eram avaliadas as estruturas viscerais e vasculares e o trato digestivo do
animal mobilizado para melhor exposi¢éo da cavidade pélvica. Nesse momento foram
realizadas as primeiras coletas de sangue para andlise laboratorial e biépsias (T0).

Inicialmente o ligamento largo foi seccionado e posteriormente 0s vasos
uterinos dissecados bilateralmente, assim como os vasos iliacos externos, local este
utilizado para o implante do enxerto. A bexiga e os ureteres foram dissecados e a
cupula vaginal identificada e seccionada e apds a sec¢édo dos vasos uterinos o utero
foi retirado.

Na cirurgia de mesa o enxerto foi resfriado e perfundido com aproximadamente
250ml de uma solucdo de Ringer Lactato gelado com 5000U de heparina nao
fracionada. A perfusdo foi feita através das artérias uterinas, até que a solucéo
retornasse completamente limpida pelas veias uterinas. Neste momento, as artérias

uterinas e a porcao distal das veias uterinas foram preparadas para o implante.
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O enxerto uterino foi entdo colocado na cavidade pélvica e realizadas as
anastomoses vasculares. Nos animais do grupo Sl foram realizadas as anastomoses
de ambos os lados e posteriormente o enxerto uterino foi revascularizado. J& nos
animais do grupo SE, ap0s as anastomoses vasculares do lado direito, foi realizada a
reperfusdo do enxerto e posteriormente foram realizadas as anastomoses vasculares
do lado esquerdo do utero.

Imediatamente ap0s a revascularizacéo foram realizadas as coletas de sangue
para analise laboratorial e biopsias (T1).

Posteriormente o enxerto foi fixado ao peritbnio e a vagina suturada.

Uma hora apos a revascularizacdo do enxerto uterino foram realizadas as
ultimas coletas de amostra de sangue total para analise laboratorial e biépsias (T2).

Por fim, foram removidos 0s acessos vasculares e suturada a parede
abdominal. Ao término do procedimento foi realizada a eutanasia do animal com
aumento do vaporizador do isofluorano de 1,5% para 5 % e administracéo de cloreto
de potéssio intravenoso.

O animal foi colocado em saco plastico de material infectante, identificado com
a espécie do animal, data, quantidade, clinica responsavel e encaminhado para

incineragéo na Faculdade de Medicina da Universidade de S&ao Paulo.
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3.9 Analise Estatistica

O banco de dados original foi organizado e tratado, com manutencéo de 69
variaveis. Para analise, estdo dispostos no Anexo C.

Foram criadas variaveis para transformar as variaveis de tempo (horas e
minutos) em minutos e para calcular a diferenca dos parametros entre o tempo 2 e 0
tempo 0 (Anexo D).

Todos os testes realizados levaram em consideragdo um a bidirecional (p-valor)
de 0,05 e intervalo de confianca (IC) de 95%, realizados com apoio computacional dos
softwares R ou IBM SPSS Statistics para Windows, versao 25 (IBM Corp., Armonk,
N.Y., USA).

Os dados foram descritos com frequéncia e intervalo de confianca para
variaveis qualitativas e com medidas de tendéncia central (média e mediana) e
medidas de dispersdo (desvio padréo, intervalo interquartil, minimo e maximo) para
dados quantitativos.

A escolha dos testes ndo paramétricos se deveu ao numero de animais
utilizados no experimento reduzir de forma significativa o poder de testes de
normalidade, e por isso ndo ser adequada a sua utilizacdo, optando-se por tratar 0s
dados como nédo paramétricos.

A existéncia de associacdo entre as variaveis qualitativas e o tipo de
revascularizacdo foi avaliada com teste de qui-quadrado. A associagao entre variaveis
guantitativas e o tipo de revascularizacao foi avaliada com teste de Wilcoxon. A
relacdo da variavel tipo de revascularizacdo com a tendéncia temporal das variaveis
de interesse foram avaliadas através de teste estatistico semelhante a ANOVA
(ANOVA néo paramétrica), implementada no pacote nparLD, considerando a
influéncia da variavel “animal”, sempre que necessario (Qquando avaliados lados direito

e esquerdo).



4 RESULTADOS
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4.1 Descricdo da técnica de revascularizacdo sequencial do enxerto uterino
(Anexo E).*

4.1.1 Descricado do procedimento cirirgico

A via de acesso abdominal foi por laparotomia mediana (Figura 5). Apos a
abertura da cavidade, foram avaliadas as estruturas viscerais e vasculares e o trato
digestivo do animal mobilizado cranialmente com o auxilio de compressas e afastador
ortostatico para melhor exposicdo da cavidade pélvica, do Utero e suas estruturas
vasculares (Figura 6).

Figura 5 - Incisdo abdominal por laparotomia mediana.

Fonte: Producgé&o do préprio autor.
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Figura 6 - Avaliacdo inicial do enxerto uterino apds exposicdo com o auxilio de
compressas e afastador ortostatico.

Fonte: Producéo do préprio autor.

A sequir, foi realizada a seccdo do ligamento largo uterino e a disseccdo da
artéria uterina direita até a sua origem na artéria iliaca interna direita. Um pequeno
segmento da artéria iliaca interna direita foi também dissecado proximal e distalmente
a artéria uterina e utilizado posteriormente para facilitar a anastomose arterial no
momento do implante do enxerto. Posteriormente, foi realizada a disseccao da veia
uterina direita até cerca de 10cm de sua origem no corpo uterino (Figura 7).

Em seguida, os mesmos procedimentos foram realizados no lado contra lateral.
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Figura 7 - Dissecc¢do da artéria uterina, segmento da artéria iliaca interna, veia
uterina e ureter.

L 4 i v -— A ﬁ
Fonte: Producéo do proprio autor.

ApoOs a preparacdo dos vasos uterinos, as artérias e veias iliacas externas
direita e esquerda foram dissecadas, local este utilizado para confeccdo das
anastomoses vasculares e implante do enxerto uterino (Figura 8).

Figura 8 - Disseccao da artéria e veia iliaca externa.




Resultados 26

Posteriormente, a bexiga e os ureteres foram dissecados (Figura 9) e a cupula

vaginal identificada e seccionada com o auxilio do eletrocaltério (Figura 10).

Figura 9 - Disseccao entre o Utero e a bexiga.

e

’ a ~ﬁ§l

Fonte: rodugéo do préprio autor.

Figura 10 - Disseccéo e seccéo da cupula vaginal.

Fonte: Producéo do proprio autor.

Foi realizado entdo o clampeamento, ligadura (com fio de algoddo n° 3.0) e
seccao dos vasos uterinos previamente dissecados e o Utero retirado e colocado em
solucéo gelada de ringer lactato.

Na cirurgia de mesa o enxerto foi resfriado e perfundido com aproximadamente
250ml de uma solucdo de Ringer Lactato gelado com 5000U de heparina nao

fracionada (Figura 11).
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Figura 11 - Na cirurgia de mesa, 0 enxerto uterino imerso em solugéo de
ringer lactato gelado sendo preparado para o implante.

Fonte: Produc¢é&o do proprio autor.

A perfuséao foi feita através das artérias uterinas direita e esquerda, até que a
solucéo retornasse completamente limpida pelas veias uterinas. Neste momento, as
artérias uterinas e a porgao distal das veias uterinas foram preparadas para o implante
(Figura 12). O segmento da artéria iliaca interna que foi retirado junto a artéria uterina
foi entdo seccionado na face contralateral a emergéncia da artéria uterina,
aumentando-se assim a area para realizacdo da anastomose no momento do implante
(Figuras 13).

Figura 12 - Enxerto uterino sendo preparado na cirurgia de mesa para o implante.

Fonte: Producéo do proprio autor.
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Figura 13 - Preparacdo da artéria uterina para o implante, mostrando o segmento da
artéria iliaca interna seccionado na face contralateral a emergéncia da artéria uterina,
aumentando assim a &rea para realizagdo da anastomose no momento do implante.

Fonte: rd d pri autor. ‘

O enxerto uterino foi entdo colocado na cavidade pélvica. Para o implante,
inicialmente, um clamp vascular (clamp vascular de Satinsky) foi posicionado na veia
iliaca externa direita, feito uma incisdo de cerca de 5-7mm neste vaso e confeccionada
a anastomose termino-lateral com a veia uterina direita, utilizando-se fio de
prolipropileno n° 7.0 em sutura continua. Realizava-se entdo o clampeamento da
artéria iliaca externa direita, com dois clamps vasculares semi retos (clamp vascular
de Cooley) posicionados proximal e distalmente ao local da realizacdo da
anastomose. Prosseguia-se entdo com uma incisado de cerca de 7-8mm na artéria
iliaca externa direita e foi confeccionada a anastomose término lateral da artéria
uterina direita, utilizando-se fio de polipropileno n°® 7.0 em sutura continua (Figura 14).
Apés as anastomoses vasculares do lado direito, os clamps vasculares foram
retirados, realizada a reperfusdo do enxerto e posteriormente foram confeccionadas
as anastomoses vasculares contralaterais seguindo os mesmos padrbes das
anastomoses vasculares descritas previamente (Figura 15).
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Figura 14 - Anastomoses da artéria e veia uterina.

Fonte: Producao do pr()rio autor.

Figura 15 - Enxerto sendo perfundido pela técnica de revascularizacdo sequencial
uterina.

Fonte: Producéo do préprio autor.

O enxerto era entdo fixado ao peritbnio e a vagina suturada com fio de PDS

3.0, com ponto continuo.
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4.2 Comparacdo entre o0s grupos (revascularizagdo sequencial e

revascularizacdo simultanea do enxerto uterino)

A analise qualitativa incluiu 34 variaveis, de 11 parametros avaliados nos dois
grupos experimentais. Na Tabela 3 est4 descrita a alocacdo dos animais nos grupos
experimentais. Foram avaliados 10 animais, sendo 5 no grupo sequencial (SE) e 5 no

grupo simultédneo (Sl), parametro este definido pelo pesquisador.

Tabela 3 - Estatistica descritiva da variavel tipo de revascularizagdo com o numero de
pacientes (N), porcentagem e intervalo de confianca (IC) de 95% por categoria.

Variavel Categorias n % (IC95%)
Sequencial 5 50,00 (30,00-85,79)
Simultanea 5 50,00 (30,00-85,79)
Fonte: Produc¢éo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Tipo de Revascularizag&o

Na avaliacdo dos tempos do procedimento observamos que os tempos de
cirurgia e isquemia total ndo mostraram diferenca, mas o tempo de isquemia quente
foi significativamente menor no grupo de revascularizacado sequencial (p=0,008). Na
Tabela 4 observamos a estatistica descritiva de tempo para cada grupo cirurgico, e 0
tempo de isquemia quente para 0 grupo que utilizamos a técnica sequencial € menos
gue a metade do tempo quando comparado a técnica simultanea. Na Figura 16
observamos o box-plot em que ndo ha sobreposicdo entre os tempos de isquemia

guente dos grupos, corroborando o resultado observado na analise estatistica.

Tabela 4 - Estatistica descritiva dos tempos de cirurgia e isquemia de acordo com o
tipo de revascularizagao.

Tipo de Revascularizagéo p-valor
Sequencial Simultanea Wilcoxon
Tempo de Cirurgia Méo!ia (+DP) 242 (+22,53) 242 (£18,28)
(minutos) Med iana (1Q) 242 (220-263) 247 (234-248) 1
Min-Max 219-266 215-264
) . Média (+DP) 32 (£3,27) 70 (+4,15)
Tempo de isquemia Mediana (I1Q) 32 (31-33) 72 (68-73) 0,008
Quente (minuitos) Min-Max 27-36 64-74
) ) Média (xDP) 76 (+16,69) 97 (¥13,22)
(Trﬁ{:lﬁ’tgse isquemiaTotal ——oqiana (11Q) 68 (67-80) 100 (90-102) 0,151
Min-Max 61-103 78-113

Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.
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Figura 16 - Tempo de isquemia quente (em minutos), por tipo de revascularizacgéo.

70-
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Fonte: Producao do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Em relagéo a avaliacdo hemodinamica, a Tabela 5 apresenta os dados de PAM

dos animais, em cada um dos tempos, separado por grupo. Aqui também nao foi

possivel observar diferenca significativa entre os grupos, e além disso, em ambos o0s

grupos a PAM parece reduzir de forma semelhante entre os tempos.

Tabela 5 - Estatistica descritiva da pressao arterial média em tempos TO, T1 e T2, de
acordo com o tipo de revascularizacao.

. o -valor
Tipo de Revascularizagéo V\E’ilcoxon
Sequencial Simultanea
Média (+DP) 78,6 (+14,79) 79,8 (+14,64)
Pressédo Arterial Média TO Mediana (11Q) 78 (70-92) 76 (70-84) 1
Min-Max 59-94 66-103
Média (+DP) 67 (£14,2) 68,8 (+9,36)
Pressédo Arterial Média T1 Mediana (11Q) 65 (56-80) 66 (62-71) 0,69
Min-Max 51-83 61-84
Média (+DP) 68,6 (+17,1) 62,8 (+8,32)
Pressédo Arterial Média T2 Mediana (11Q) 64 (63-76) 66 (60-66) 0,834
Min-Max 47-93 50-72
Média (+DP) -10 (+19,91) -17 (+15,52)
Pressédo Arterial Média T2-TO  Mediana (lIQ) -14 (-16--12) -18 (-26--6) 0,69
Min-Max -31-23 -37-2

Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.
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Na Tabela 6 observamos a descritiva do DC separado por grupos, nos

diferentes tempos. Nao foi encontrada diferenca significativa entre grupos.

Tabela 6 - Estatistica descritiva da presséao arterial média em tempos 0, 1 e 2, de
acordo com o tipo de revascularizagao.

Tipo de Revascularizagéo p-valor
Sequencial Simultanea Wilcoxon
Média (+DP) 4,12 (+1,35) 3,74 (+0,58)
Débito Cardiaco TO Mediana (11Q) 4,19 (2,83-5,19) 4 (3,23-4,2) 1
Min-Max 2,7-5,7 3-4,26
Média (+DP) 2,56 (£0,7) 3,44 (+1,07)
Débito Cardiaco T1 Mediana (11Q) 2,13 (2,08-3,12) 3,6 (2,6-4,4) 0,151
Min-Max 1,95-3,5 2,1-4,5
Média (+DP) 3,43 (+1,66) 3,16 (+1,22)
Débito Cardiaco T2 Mediana (11Q) 3,8 (1,9-4,5) 3,5 (2,2-4) 0,917
Min-Max 1,55-5,4 1,6-4,5
Média (+DP) -0,69 (+0,39) -0,58 (+1,08)
Débito Cardiaco T2-TO Mediana (11Q) -0,69 (-0,8--0,39) -0,26 (-1,4-0,27) 0,69
Min-Max -1,28--0,3 -2-0,5

Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Para avaliacdo dos dados de DC e PAM ao longo do tempo, foram realizados
testes de ANOVA, com os resultados expressos na Tabela 7. Notamos que nao foi
encontrada diferenga significativa entre grupos, tempo ou na interagdo grupo:tempo
para a pressao arterial. Ja para o DC, notamos que ha uma influéncia do tempo no
parametro, mas sem efeito do grupo ou grupo:tempo, 0 que significa que os dois
grupos sao semelhantes e que os dados variam no tempo de forma semelhante para

os dois. O que influencia o débito cardiaco é o tempo decorrido.

Tabela 7 - Resultados da analise semelhante a ANOVA (ANOVA nédo paramétrica)
das variaveis de interesse por tipo de revascularizagao.

p-valor Interpretac&o

PAM

Considerando-se a soma de todos os tempos, néo foi encontrada diferenca
Grupo 0,984 = . 1 . o x

na pressao arterial média entre os tipos de revascularizacéo.

Considerando-se a soma dos tipos de revascularizacdo, nao foi encontrada
Tempo 0,074

diferenca significativa na presséo arterial média entre os tempos.
Observamos que a pressao arterial média varia de forma semelhante nos

Grupo:Tempo 0,788 : s
tempos, entre os tipos de revascularizacdo

Continua.
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Concluséo.
p-valor Interpretacéo
DC
Considerando-se a soma de todos os tempos, nao foi encontrada diferenca
Grupo 0,765 L . . o
no débito cardiaco entre os tipos de revascularizacao.
Tempo 0,024 Considerando-se a soma dos tipos de revascularizacdo, ha diferenca

significativa no débito cardiaco entre os tempos.
Observamos que o débito cardiaco varia de forma semelhante nos tempos,
entre os tipos de revascularizacdo

Fonte: Producédo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Grupo:Tempo 0,086

Na Figura 17 observamos que a PAM parece ter uma tendéncia de queda ao
longo do tempo, mas sem significancia estatistica, enquanto na Figura 18 observamos

gue no DC essa tendéncia temporal € mais clara, mas sem diferenca entre grupos.

Figura 17 - Box-plot da Presséo Arterial Média (PAM), comparando as medianas e
intervalo interquartil entre 0os grupos experimentais, em cada um dos tempos
avaliados.
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Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.
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Figura 18 - Box-plot do Débito Cardiaco (DC), comparando as medianas e intervalo
interquartil entre os grupos experimentais, em cada um dos tempos avaliados.
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Fonte: Producédo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Quanto a avaliacdo macroscopica do enxerto, segundo a impressdo dos
avaliadores (cirurgidao principal, primeiro auxiliar e anestesista), em todos 0s 5 casos
do grupo Sl (Tabela 8), a revascularizacdo uterina se deu de forma rapida e
homogénea em ambos os lados do enxerto simultaneamente (Figura 19). No grupo
SE (Tabela 9), ap0s a revascularizacao pela artéria uterina direita, esta se deu, em
todos os casos de forma rapida e homogénea no lado direito do enxerto. No lado
esquerdo do enxerto em 4 casos a perfusédo se deu de forma rapida e homogénea
(Figura 20) e em apenas 1 caso (Animal 10) a perfusdo ocorreu de forma lenta,

estando totalmente perfundido 55 segundos apds a reperfusdo (Figura 21).
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Tabela 8 - Avaliagdo macroscoépica da revascularizagcdo do enxerto uterino na técnica
de revascularizacdo simultanea.

Homogénea / Réapida(<30seg) / Lenta(>30seq) Rapida(<30seg) / Lenta(>30seg) Bilateral /

Heterogénea (Lado Direito) (Lado Esquerdo) Unilateral
Animal 1 Homogénea Réapida(<30seg) Rapida(<30seg) Bilateral
Animal 3 Homogénea Réapida(<30seg) Rapida(<30seg) Bilateral
Animal 5 Homogénea Réapida(<30seg) Rapida(<30seg) Bilateral
Animal 7 Homogénea Répida(<30seg) Réapida(<30seg) Bilateral
Animal 9 Homogénea Répida(<30seg) Réapida(<30seg) Bilateral

Fonte: Producao do proprio autor

Tabela 9 - Avaliagdo macroscopica da revascularizagdo do enxerto uterino na técnica

de revascularizagédo sequencial.

Homogénea/ Répida(<30seg) / Lenta(>30seq) Répida(<30seg) / Lenta(>30seg) Bilateral /

Heterogénea (Lado Direito) (Lado Esquerdo) Unilateral
Animal 2 Homogénea Répida(<30seg) Rapida(<30seg) Bilateral
Animal 4 Homogénea Réapida(<30seg) Rapida(<30seg) Bilateral
Animal 6 Homogénea Réapida(<30seg) Rapida(<30seg) Bilateral
Animal 8 Homogénea Réapida(<30seg) Réapida(<30seq) Bilateral
Animal 10 Homogénea Ré&pida(<30seq) Lenta(>30seg) Bilateral

Fonte: Producéo do proprio autor
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Figura 19 - Exemplo do aspecto da perfusédo do Utero (animal 5) na revascularizagédo
simultdnea nos momentos inicial (19a), 30 segundos (19b) e 60 segundos (19c) apoés
perfusdo. Demonstrando o Utero completamente perfundido no momento 30 segundos
pos perfusao.

Fonte: Producéo do proprio autor.

Figura 20 - Exemplo do aspecto da perfusao do utero (animal 02) na revascularizagcao
sequencial nos momentos inicial (20a), 30 segundos (20b) e 60 segundos (20c) apds
perfusdo. Demostrando o Utero completamente perfundido no momento 30 segundos
pos perfusao.

Fonte: Producéo do proprio autor.
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Figura 21 - Aspecto da perfusdo do Utero (animal 10) na revascularizacdo sequencial
nos momentos inicial (21a), 30 segundos (21b) e 60 segundos (21c) apés a reperfusao
do enxerto. Mostrando o Utero parcialmente perfundido 30 segundos apés a perfusao,
e totalmente perfundido 60 segundos apos reperfuséo.

Fonte: Produéo do préprio autor.

Na Tabela 10 observamos os resultados da avaliagdo macroscopica. Cabe
notar que nesta avaliacdo, ndo houve variagdo entre 0s animais para a
homogeneidade, lateralidade ou velocidade de reperfusdo no lado esquerdo e a

velocidade de reperfusao do lado direito foi rapida em 90% dos animais.

Tabela 10 - Estatistica descritiva das variaveis qualitativas da avaliagdo macroscopica
com o numero de pacientes (N), porcentagem e intervalo de confianca (IC) de 95%
por categoria.

Avaliagdo Macroscoépica Categorias n % (IC95%)
Homogeneidade* Homogénea 10 100,00 (100,00-100,00)
. ~ I Lenta 1 10,00 (0,00-26,53)

Velocidade de Reperfuséao (Direito) Rapida 9 90,00 (80,00-100,00)
Velocidade de Reperfusédo (Esquerdo)* Rapida 10 100,00 (100,00-100,00)
Lateralidade* Bilateral 10 100,00 (100,00-100,00)

* Variaveis excluidas da analise por serem constantes, sem variagdo de valores no diagndstico.
Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Na Tabela 11 observamos que néo foi encontrada associacdo entre o tipo de
reperfusédo e a avaliagdo macroscopica do lado direito do 6rgdo. Houve apenas um
caso de reperfusdo lenta, observado no grupo sequencial. Apesar de este caso
representar 20% das ocorréncias deste grupo, o valor real de ocorréncias de

reperfusao lenta pode ficar com 95% de confianca, em valores entre 2 e 63%.
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Tabela 11 - Frequéncia das variaveis de reperfusdo sanguinea em analise
macroscopica por tipo de revascularizacdo, com teste estatistico de associacgéo (qui-
guadrado).

Tipo de revascularizagéo

Sequencial Simultanea [BET
—— — — Qui-quadrado
Avaliacdo Macroscopica (Direito) N % (IC95%) N % (1C95%)
Lenta 1 20(2,3629 0 0 (0-0) 1
Répida 4 80(37,1-97,7) 5 100 (100-100)

Fonte: Producédo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

7

Na avaliacdo dos parametros laboratoriais € importante frisarmos que para
todos os exames (AST, CPK, DHL e lactato), no momento TO, o valor é sempre 0
mesmo, Visto que neste momento a coleta de sangue foi realizada no cateter venoso
central, enquanto nos momentos T1 e T2 a coleta se deu nas veias uterinas direita e
esquerda.

Para a enzima AST, ndo foi possivel observar diferenca significativa
comparando as técnicas cirargicas entre os grupos. Na Tabela 12 observamos que ha
diferencas nos valores entre tempos e entre grupos, mas todas dentro da variagéo
estatistica. Ja no tempo zero observamos que os parametros de AST tem grande
diferenca entre grupos, mas também grande variabilidade, o que impede a argui¢cédo

de diferenca estatistica.

Tabela 12 - Estatistica descritiva do parametro hematologico AST (lados direito e
esquerdo em tempos 0, 1 e 2), de acordo com o tipo de revascularizagéo.

Tipo de Revascularizagéo p-valor
Sequencial Simultanea Wilcoxon
AST TO Média (+DP) 69,2 (+23,36) 104 (+36,12)
Mediana (1IQ) 72 (53-86) 111 (69-128) 0,222
Min-Max 39-96 65-147
ASTVDT1 Média (+DP) 71,6 (+19,18) 90,6 (+29,68)
Mediana (1IQ) 75 (62-75) 86 (83-110) 0,209
Min-Max 47-99 48-126
AST VD T2 Média (+DP) 70 (+34,6) 101,4 (+29,58)
Mediana (11Q) 61 (60-98) 88 (85-108) 0,31
Min-Max 22-109 76-150
AST VD T2-T0 Média (+DP) 0,8 (+27,22) -2,6 (35,02)
Mediana (11Q) 13 (-26-22) 3 (-35-16) 0,69
Min-Max -31-26 -40-43

Continua.
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Concluséo.
Tipo de Revascularizacéo p-valor
Sequencial Simultanea Wilcoxon
ASTVET1 Média (+tDP) 74,2 (£44,17) 69,2 (£31,32)
Mediana (11Q) 77 (49-95) 90 (36-90) 1
Min-Max 17-133 34-96
ASTVE T2 Média (+tDP) 74,4 (£11,87) 78,6 (+46,83)
Mediana (11Q) 75 (71-77) 81 (47-83) 1
Min-Max 58-91 30-152
AST VE T2-TO Média (+tDP) 5,2 (£29,84) -25,4 (£32,92)
Mediana (11Q) 19 (-25-22) -28 (-39--18) 0,249
Min-Max -28-38 -66-24

Fonte: Producdo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Na Tabela 13 observamos os valores de CPK para cada grupo avaliado. Nao

foi encontrada diferenca significativa entre os grupos, em cada tempo. Observamos

gue os valores parecem aumentar entre os tempos, mas a diferenca entre T2 e TO foi

semelhante entre os grupos.

Tabela 13 - Estatistica descritiva do parametro hematolégico CPK (lados direito e
esquerdo em tempos 0, 1 e 2), de acordo com o tipo de revascularizagéo.

. . -valor
Tipo de Revascularizacéo V\?ilcoxon
Sequencial Simultanea
CPK TO Média (+DP) 602,78 (+576,36) 436,86 (+289,7)
Mediana (11Q) 587,3 (151,1-629) 326,4 (308,5-336) 1
Min-Max 106,8-1539,7 260,9-952,5
CPKVDT1 Média (+DP) 2008,62 (+2842,49) 2670,86 (+3763,82)
Mediana (11Q) 483,7 (454,8-2110,1) 454,1 (431-3302,7) 1
Min-Max 96-6898,5 166,2-9000,3
CPK VD T2 Média (+DP) 3438,78 (+6696,64) 5648,96 (+10274,07)
Mediana (11Q) 523,7 (118,4-1121) 1027,7 (328,7-2767,4) 0,548
Min-Max 37,3-15393,5 185,2-23935,8
CPK VD T2-TO Média (+tDP) 2836 (+6670,11) 5212,1 (+10308,04)
Mediana (1IQ) -63,6 (-69,5--32,7) 766,8 (20,2-1814,9) 0,31
Min-Max -418,7-14764,5 -141,2-23599,8
CPKVET1 Média (+tDP) 1810,42 (+2475,28) 2551,34 (+4734,69)
Mediana (11Q) 467,9 (308-2200,8) 350,7 (326,6-944,5) 1
Min-Max 98-5977,4 131,4-11003,5
CPK VE T2 Média (+tDP) 2612,1 (+4587,85) 2558,16 (+4434,54)
Mediana (11Q) 514,2 (482,7-1120,4) 424.9 (394-1134,9) 0,841
Min-Max 148,1-10795,1 366,9-10470,1
CPK VE T2-TO Média (+tDP) 2009,32 (+4568,51) 2121,3 (x4479,66)
Mediana (11Q) -3 (-73,1-375,9) 164 (85,5-182,4) 0,548
Min-Max -419,3-10166,1 40,5-10134,1

Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

O parametro DHL (Tabela 14) também parece aumentar ao longo do tempo, mas

os valores de IIQ que incluem zero nas variaveis de diferenga T2-T0O, demonstram que
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os valores aumentam e diminuem de forma semelhante — em torno do zero. Apenas

o VE no grupo simultaneo tem um I[IQ totalmente negativo, mas ainda assim a

amplitude dos dados inclui o zero.

Tabela 14 - Estatistica descritiva do parametro hematolégico DHL (lados direito e
esquerdo em tempos 0, 1 e 2), de acordo com o tipo de revascularizagéo.

. o -valor
Tipo de Revascularizagéo V\F/)ilcoxon
Sequencial Simultanea
Média (+DP) 785,86 (+348,06) 1174,12 (+751,79)
DHL TO Mediana (11Q) 717,3 (698,6-774,2) 733,6 (687,3-1683,9) 0,69
Min-Max 391-1348,2 521,9-2243,9
Média (+DP) 821,84 (+271,69) 839,88 (+337,44)
DHL VD T1 Mediana (11Q) 732,9 (667,3-885,7)  727,1 (545,8-1171,5) 0,69
Min-Max 562,9-1260,4 528,6-1226,4
Média (+DP) 1154,68 (+1022,46) 1083,66 (+1006,94)
DHL VD T2 Mediana (11Q) 978,2 (744,6-1004,1) 768,9 (578,5-857,1) 0,69
Min-Max 165,3-2881,2 361,4-2852,4
Média (+DP) 368,82 (+999,85) -90,46 (+538,83)
DHL VD T2-TO  Mediana (11Q) 46 (-225,7-260,9) 56,6 (-372,2-81,6) 0,69
Min-Max -344,1-2107 -826,8-608,5
Média (+DP) 1143,8 (+813,39) 736,64 (+395,9)
DHL VE T1 Mediana (11Q) 1254,9 (698-1298,6) 670,7 (520-774,2) 0,548
Min-Max 139,4-2328,1 337,5-1380,8
Média (+DP) 1064,9 (+688,24) 1032,28 (+977,24)
DHL VE T2 Mediana (11Q) 1004,7 (559,3-1384,8)  479,2 (402,5-1419,3) 0,841
Min-Max 321-2054,7 278,9-2581,5
Média (+DP) 279,04 (£704,42) -141,84 (+300,68)
DHL VE T2-TO Mediana (11Q) 168,3 (-343,5-667,5) -264,6 (-331,1--42,7) 0,548
Min-Max -377,6-1280,5 -408,4-337,6

Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Na Tabela 15 estdo descritos os parametros de lactato, por grupo, tempo e

lateral, em que nado foi possivel encontrar diferenca significativa entre grupos de

tratamento. Os valores de Lactato sdo semelhantes entre grupos e apesar de variar

no tempo, essa avaliacéo sera feita posteriormente.
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Tabela 15 - Estatistica descritiva do parametro hematolégico Lactato (lados direito e
esquerdo em tempos 0, 1 e 2), de acordo com o tipo de revascularizacéo.

Tipo de Revascularizagcéo p-valor
Sequencial Simultanea Wilcoxon
Média (+DP) 13,4 (+6,35) 16,6 (+7,47)
Lactato TO Mediana (11Q) 14 (7-18) 14 (14-22) 0,521
Min-Max 7-21 7-26
Média (+DP) 21 (+4,06) 24,4 (+5,98)
Lactato VD T1 Mediana (11Q) 22 (19-24) 26 (23-27) 0,249
Min-Max 15-25 15-31
Média (+DP) 26 (+12,88) 25,6 (+6,47)
Lactato VD T2 Mediana (11Q) 21 (20-21) 27 (21-31) 0,672
Min-Max 19-49 17-32
Média (+DP) 12,6 (+11,8) 9 (+6,89)
Lactato VD T2-TO Mediana (1IQ) 13 (5-14) 10 (3-14) 0,917
Min-Max 0-31 1-17
Média (+DP) 21,4 (+4,77) 24,2 (+6,26)
Lactato VE T1 Mediana (11Q) 21 (18-24) 26 (20-27) 0,6
Min-Max 16-28 16-32
Média (+DP) 26,2 (+12,42) 24,4 (+4,51)
Lactato VE T2 Mediana (11Q) 22 (19-24) 25 (22-28) 0,674
Min-Max 18-48 18-29
Média (+DP) 12,8 (£12,4) 7.8 (+6,76)
Lactato VE T2-TO Mediana (1IQ) 15 (4-17) 7 (4-14) 0,528
Min-Max -2-30 -1-15

Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Para avaliagdo de todo o conjunto de dados de um mesmo parametro
hematoldgico, usamos uma estatistica semelhante a ANOVA (n&o paramétrica) que
considera dois fatores: uma repeticdo do individuo (Lado), e outro fator de agregacao
de individuos (Grupo), em cada momento (Tempo) de avaliacdo. Observamos que em
todas as avaliagbes que foram realizadas, o efeito do grupo nunca alcangou
significAncia estatistica de forma isolada ou quando avaliado em interacdo com outros
fatores (Lado e/ou Tempo). Isso significa que nao foi possivel comprovar o efeito do
grupo sobre as alterac6es dos parametros hematoldgicos (Tabela 16). Na avaliacédo
de CPK e de Lactato, o tempo isoladamente apresentou variagcao estatisticamente
significativa, com estes parametros aumentando ao longo das avaliacGes (Figura 23
e 25).

Na Figura 22 observamos que os valores de AST sdo semelhantes entre grupos
(laranja e verde), com uma distribuicdo inicial de valores que tende a ser maior no
grupo simultdnea, mas com grande sobreposi¢ao entre as caixas (ndo significativo).

O comportamento entre as laterais € homogéneo e com tendéncia temporal

aparentemente estavel.
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Tabela 16 - Resultados da anélise semelhante a ANOVA (ANOVA nédo paramétrica)
das variaveis de interesse por tipo de revascularizacéo e lado (esquerdo ou direito).

p-valor Interpretacao

AST

Grupo 0,195 Somando-se os Lados e os Tempos, ndo houve diferenca na AST entre
os Grupos

Lado 0,389 Somando-se os Grupos e os Tempos, nao houve diferenca na AST
entre os Lados

Tempo 0,739 Somando-se os Lados e os Grupos, ndo houve diferenca na AST entre
os Tempos

Grupo:Lado 0,234 Somando-se os Tempos, nado foi encontrada diferenca no
comportamento da AST dos Lados, entre Grupos.

Tempo:Lado 0,699 Somando-se os Grupos, ndo foi encontrada diferenca no
comportamento da AST dos Lados, ao longo do Tempo.

Grupo:Tempo 0,503 Somando-se os Lados, ndo foi encontrada diferenca no comportamento

Grupo:Lado:Tempo 0,597

da AST dos Grupos, ao longo do Tempo.
Nao foi encontrado efeito do tratamento nos valores de AST, quando
considerados os lados, ao longo do Tempo.

CPK

Grupo 0,995
Lado 0,572
Tempo 0,028
Grupo:Lado 0,194
Tempo:Lado 0,366
Grupo:Tempo 0,336

Grupo:Lado:Tempo 0,632

Somando-se os Lados e os Tempos, ndo houve diferenca na CPK
entre os Grupos

Somando-se os Grupos e os Tempos, ndo houve diferenca na CPK
entre os Lados

Houve diferenca significativa na CPK entre os Tempos, somando-se
Lados e Grupos em cada Tempo.

Somando-se os Tempos, ndo foi encontrada diferenga no
comportamento da CPK dos Lados, entre Grupos.

Somando-se 0s Grupos, ndo foi encontrada diferenca no
comportamento da CPK dos Lados, ao longo do Tempo.
Somando-se os Lados, néo foi encontrada diferenca no comportamento
da CPK dos Grupos, ao longo do Tempo.

N&ao foi encontrado efeito do tratamento nos valores de CPK, quando
considerados os lados, ao longo do Tempo.

DHL

Grupo 0,879
Lado 0,750
Tempo 0,714
Grupo:Lado 0,517
Tempo:Lado 0,810
Grupo:Tempo 0,121

Grupo:Lado:Tempo 0,699

Somando-se os Lados e os Tempos, ndo houve diferenga no DHL entre
os Grupos

Somando-se 0s Grupos e os Tempos, ndo houve diferenca no DHL
entre os Lados

Somando-se os Lados e 0s Grupos, ndo houve diferenca no DHL entre
os Tempos

Somando-se os Tempos, ndo foi encontrada diferenca no
comportamento dos Lados entre Grupos.

Somando-se os Grupos, nao foi encontrada diferenca no
comportamento do DHL dos Lados, ao longo do Tempo.

Somando-se os Lados, nao foi encontrada diferenca no comportamento
do DHL dos Grupos, ao longo do Tempo.

N&o foi encontrado efeito do tratamento nos valores de DHL, quando
considerados os lados, ao longo do Tempo.

Continua.
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Concluséo.
p-valor Interpretacao

Lactato

Grupo 0,304 Somando-se os Lados e os Tempos, ndo houve diferenca no Lactato
entre os Grupos

Lado 0,939 Somando-se os Grupos e os Tempos, ndo houve diferenca no Lactato
entre os Lados

Tempo 0,000 Houve diferenca significativa no Lactato entre os Tempos, somando-se
Lados e Grupos em cada Tempo.

Grupo:Lado 0,558 Somando-se os Tempos, nao foi encontrada diferenca no
comportamento do Lactato dos Lados entre os Grupos.

Tempo:Lado 0,894 Somando-se os Grupos, ndo foi encontrada diferenca no
comportamento do Lactato dos Lados, ao longo do Tempo.

Grupo:Tempo 0,982  Somando-se os Lados, nédo foi encontrada diferenga no comportamento

Grupo:Lado:Tempo 0,856

do Lactato dos Grupos, ao longo do Tempo.
Nao foi encontrado efeito do tratamento nos valores de Lactato, quando
considerados os lados, ao longo do Tempo.

Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Figura 22 - Box plot dos valores medianos e intervalo interquartil de AST entre os
lados, em cada um dos tempos medidos, agrupados pelo tipo de revascularizacao.
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Fonte: Producédo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Na Figura 23 é relevante notar a existéncia de valores de outliers bastante

extremos em todos os tempos e lados, em ambos 0s grupos, que chegam a dificultar

a boa avaliacao do gréfico.
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Figura 23 - Box plot dos valores medianos e intervalo interquartil de CPK entre os
lados, em cada um dos tempos medidos, agrupados pelo tipo de revascularizacao.
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Fonte: Producédo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Na Figura 24 observamos completa sobreposicdo dos parametros entre
Grupos, Lado e Tempo, 0 que apoia a ideia de nao diferenca nos valores de DHL

apontada na estatistica.

Figura 24 - Box plot dos valores medianos e intervalo interquartil de DHL entre os
lados, em cada um dos tempos medidos, agrupados pelo tipo de revascularizacao.
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Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.
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A Figura 25 ilustra de forma clara a tendéncia temporal de aumento nos valores
de lactato. Essa tendéncia incide de forma semelhante sobre grupos e lados. Apesar
de grande sobreposicao e de inexisténcia de suporte estatistico, o grupo simultaneo
parece apresentar valores levemente aumentados em relagcdo ao outro grupo
experimental, e isso poderia ser explicado em funcdo do tempo de isquemia quente

mais longo neste grupo.

Figura 25 - Box plot dos valores de Lactato entre os lados, em cada um dos tempos
medidos, agrupados pelo tipo de revascularizacao.
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Fonte: Producédo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Na Tabela 17 pode-se observar as variaveis de alteracdes histoldgicas,
agrupadas em VD e VE, com os tempos nas linhas. Algumas avaliagdes nao variaram
(foram constantes) e por isso foram excluidas das analises posteriores, mas foram
mantidas na tabela para informar o numero de avalia¢des realizadas em cada tempo
(Necrose e Apoptose em todos os tempos e Edema e Densidade de neutrdfilos
apenas no tempo 1, para ambos os lados — 16 variaveis excluidas). A densidade de
neutréfilos foi avaliada como presente/ausente; seus dados, quando presentes,

variaram de 6 a 30, mas devido ao N pequeno foram agrupados.
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Tabela 17 - Estatistica descritiva das variaveis qualitativas histolégicas com o numero
de pacientes (N), porcentagem e intervalo de confianca (IC) de 95% por categoria.

VD VE
Variavel Categorias n % (1C95%) n 9% (1C95%)
Edema TO* Ausente 9 100,00 (100,00-100,00) 8 100,00 (100,00-100,00)
Edema T1 Ausente 5 55,56 (33,33-91,81) 3 33,33(11,11-65,07)
Presente 4 44,44 (22,22-80,70) 6 66,67 (44,44-98,40)
Edema T2 Ausente 3 33,33 (11,11-65,07) 3 30,00 (10,00-59,71)
Presente 6 66,67 (44,44-98,40) 7 70,00 (50,00-99,71)
Ausente 1 11,11 (0,00-42,73) 2 25,00 (0,00-58,27)
Estase TO Focal 7 77,78 (66,67-100,00) 5 62,50 (37,50-95,77)
Difusa 1 11,11 (0,00-42,73) 1 12,50 (0,00-45,77)
Ausente 1 11,11 (0,00-42,38) 1 11,11 (0,00-49,76)
Estase T1 Focal 6 66,67 (44,44-97,94) 4 44,44 (22,22-83,09)
Difusa 2 22,22 (0,00-53,49) 4 44,44 (22,22-83,09)
Ausente 2 22,22 (0,00-59,27) 1 10,00 (0,00-44,72)
Estase T2 Focal 2 22,22 (0,00-59,27) 3 30,00 (10,00-64,72)
Difusa 5 55,56 (33,33-92,61) 6 60,00 (40,00-94,72)
Necrose TO* Ausente 9 100,00 (100,00-100,00) 8 100,00 (100,00-100,00)
Necrose T1* Ausente 9 100,00 (100,00-100,00) 9 100,00 (100,00-100,00)
Necrose T2* Ausente 9 100,00 (100,00-100,00) 10 100,00 (100,00-100,00)
Apoptose T0* Ausente 9 100,00 (100,00-100,00) 8 100,00 (100,00-100,00)
Apoptose T1* Ausente 9 100,00 (100,00-100,00) 9 100,00 (100,00-100,00)
Apoptose T2* Ausente 9 100,00 (100,00-100,00) 10 100,00 (100,00-100,00)
Neutrofilos nos tecidos TO* Ausente 9 100,00 (100,00-100,00) 8 100,00 (100,00-100,00)
- . Ausente 8 88,89 (77,78-100,00) 8 88,89 (77,78-100,00)
Neutrofilos nos tecidos T1 Presente 1 11,11 (0,00-29,38) 1 11,11 (0,00-29,38)
- . Ausente 8 88,89 (77,78-100,00) 8 80,00 (70,00-100,00)
Neutrofilos nos tecidos T2 Presente 1 11,11 (0,00-29,38) 2 20,00 (0,00-57,16)

* Variaveis excluidas da analise por serem constantes, sem variagéo de valores no diagnostico.
Fonte: Producédo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.

Os resultados das comparacgdes histopatoldgicas dos grupos em cada tempo e

lateral avaliada estdo apresentadas na Tabela 18, onde nenhuma das variaveis

histologicas em cada tempo encontrou associacao significativa com os grupos de

experimentacdo. Em T2, edema (Figura 26) esteve presente em 60% dos casos na

VD e 60% na VE no grupo de revascularizacéo sequencial e em 75% dos casos na

VD e 80% na VE no grupo simultéaneo. Estase (Figura 27 e 28) esteve presente em

100% dos casos na VD e 80% VE no grupo de revascularizacédo sequencial e em 50%

dos casos na VD e 80% na VE no grupo simultdneo. Ja a presenca de neutrdéfilos

(Figura 28 e 29) foram identificados em 20% dos casos na VD e 20% na VE, no grupo

de revascularizagéo sequencial e em 20% na VE no grupo simultaneo.
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Frequéncia das variaveis de analise histolégica por tipo de
revascularizagcéo, com teste estatistico de associacao (qui-quadrado).

Tipo de revascularizagdo

p-valor
Qui-quadrado

Sequencial Simultanea
N % (IC95%) N % (IC95%)
Edema
VD (T1) Ausente 2  40(9,44-79,06) 3 75 (28,38-97,15) 0.708
Presente 3 60 (20,94-90,56) 1 25 (2,85-71,62) '
(T2) Ausente 2  40(9,44-79,06) 1 25(2,85-71,62) 1
Presente 3 60 (20,94-90,56) 3 75 (28,38-97,15)
VE (T1) Ausente 1 20(2,25-62,86) 2 50 (12,28-87,72) 0.812
Presente 4 80 (37,14-97,75) 2 50 (12,28-87,72) '
(T2) Ausente 2 40(9,44-79,06) 1 20 (2,25-62,86) 1
Presente 3 60 (20,94-90,56) 4 80 (37,14-97,75)
Estase
VD (TO) Ausente 1 20 (2,25-62,86)
Difusa 1 25(2,85-71,62) 0,357
Focal 4 80 (37,14-97,75) 3 75 (28,38-97,15)
(T1) Ausente 1 20 (2,25-62,86)
Difusa 2 50 (12,28-87,72) 0,165
Focal 4 80 (37,14-97,75) 2 50 (12,28-87,72)
(T2) Ausente 2 50 (12,28-87,72)
Difusa 4 80(37,14-97,75) 1 25(2,85-71,62) 0,154
Focal 1 20(2,25-62,86) 1 25(2,85-71,62)
VE (TO) Ausente 1 25(2,85-71,62) 1 25(2,85-71,62)
Difusa 1 25(2,85-71,62) 0,549
Focal 3 75(28,38-97,15) 2 50 (12,28-87,72)
(T1) Ausente 1 25(2,85-71,62)
Difusa 3 60(20,94-90,56) 1 25 (2,85-71,62) 0,384
Focal 2 40 (9,44-79,06) 2 50 (12,28-87,72)
(T2) Ausente 1 20(2,25-62,86)
Difusa 4 80 (37,14-97,75) 2 40 (9,44-79,06) 0,368
Focal 1 20(2,25-62,86) 2 40 (9,44-79,06)
Neutrofilos nos tecidos
VD (T1) Presente 1 20 (2,25-62,86) 1
Ausente 4 80 (37,14-97,75) 4 100 (100-100)
(T2) Presente 1 20 (2,25-62,86) 1
Ausente 4 80 (37,14-97,75) 4 100 (100-100)
VE (T1) Presente 1 20 (2,25-62,86) 1
Ausente 4 80 (37,14-97,75) 4 100 (100-100)
(T2) Presente 1 20(2,25-62,86) 1 20 (2,25-62,86) 1
Ausente 4 80 (37,14-97,75) 4 80 (37,14-97,75)

Fonte: Producéo do Nucleo de Apoio em Epidemiologia e Estatistica.
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Figura 26 - Biopsia de tecido uterino corado em hematoxilina e eosina mostrando
edema intersticial.
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Fonte: Foto cedida pelo Dr. Ryan Yukimatsu Tanigawa (Patologista).

Figura 27 - Biopsia de tecido uterino corado em hematoxilina e eosina mostrando
Estase em capilar e reatividade endotelial.

Fote: Foto cedida pelo If)r. Ryan Yukima§ 'I:énigawa' (Patologista).
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Figura 28 - Biopsia de tecido uterino corado em hematoxilina e eosina mostrando
estase sanguinea com rolamento de neutroéfilos e reatividade endotelial e infiltrado
neutrofilico no estroma.
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Fonte: Foto cedida pelo Dr. Ryan Yukimatsu Tanigawa (Patologista).
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Figura 29 - Bidpsia de tecido uterino mostrando rolamento de neutréfilos.
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Fonte: Foto cedida pelo Dr. Ryan Yukimatsu Tanigawa (Patologista).
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Esse é o primeiro trabalho na literatura que descreve a técnica de
revascularizacdo sequencial de transplante uterino em modelo experimental utilizando
ovelhas.

Os primeiros estudos experimentais em transplante de 6rgédos do aparelho
reprodutor feminino, foram realizados em meados dos anos 60.2° Zhordania et al., em
1964, realizaram o autotransplante de utero e ovarios, através da técnica de
omentopexia para revascularizacdo do enxerto, resultando em 20 gestacoes e 12
nascimentos. Pouco depois, Eraslan et al. realizaram o autotransplante de Uutero e
ovarios com revasculariza¢do do enxerto através de anastomoses vasculares. Sendo
este o primeiro relato de reimplante utero-ovariano utilizando anastomoses
vasculares, mostrando ser este um transplante tecnicamente possivel.??

Alguns outros trabalhos cientificos ainda foram publicados nesse periodo,
porém, o interesse no desenvolvimento do transplante de utero declinou de forma
significativa ap6s a metade dos anos 70, provavelmente devido a problemas
associados a imunossupressao disponivel naquele momento e também ao
desenvolvimento do procedimento de fertilizagdo in vitro para o tratamento da
infertilidade por fator tubario. Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura durante
as décadas de 80 e 90 sobre este assunto.?®

Mais recentemente, o interesse no desenvolvimento do transplante de uterino
ressurgiu e no ano de 2002, El-Akouri et al. desenvolveram um modelo animal em
camundongos para estudar o processo de implante do enxerto e a gestacdo, bem
como a imunologia do transplante do utero. Neste modelo eles realizaram o
transplante heterotopico através de anastomoses vasculares, aonde apenas metade
do utero era implantado e o Utero nativo era mantido. A vantagem deste método seria
ter o Utero nativo para comparar os resultados no mesmo animal. Foram utilizados 42
camundongos consanguineos. A taxa de sobrevida dos animais foi de
aproximadamente 40% nos animais 1-21 aumentando para 71% nos animais 22-42.
A proporc¢ao de enxertos viaveis, foi de 25% nos animais 1-21 e 87% nos animais 22-
42. Sendo este o primeiro relato de transplante de utero com funcionalidade
comprovada em camundongo.?* Em 2003, utilizando esse mesmo modelo animal, eles
avaliaram a taxa de gravidez e nascidos vivos apdés a transferéncia de blastocisto e
demonstraram que as taxas de gravidez, a implantacdo de embrido, bem como o

desenvolvimento pds-natal dos animais, foi semelhante entre os grupos estudados.?®
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E em 2010, Diaz-Garcia et al. descreveram, em modelo animal utilizando ratos,
gravidez apos transplante alogénico de Utero com a utilizacdo de imunossupressao.
Neste trabalho foram analisados 3 grupos. O primeiro grupo consistia em animais
submetidos ao UTx e imunossuprimidos com tacrolimus (grupo UTx-Tac; n=8). Os
outros grupos consistiam em animais sham-operados tratados com tacrolimus (grupo
Sham-Tac; n = 5) e animais sham-operados sem tratamento com tacrolimus (grupo
Sham-n&oTac; n = 6). A taxa de gravidez foi de 62,5% no grupo UTx-Tac, 60% no
grupo Sham-Tac e 83% no grupo Sham-ndoTac.4®

O modelo animal utilizando ovelhas foi também muito importante no
desenvolvimento do transplante uterino e as vantagens da sua utilizacdo estéo
relacionadas principalmente as semelhancas no tamanho e na anatomia vascular
pélvica que apresentam em relacdo ao Utero humano.?® Nesse contexto, em 2010,
Wranning et al. demonstraram a possibilidade de fertilidade e gravidez apés o
autotransplante do Gtero em um modelo animal de tamanho comparavel ao humano.?¢
E Ramirez et al., em 2011, demonstraram pela primeira vez, em um modelo animal de
transplante alogénico em ovelhas, que o Utero transplantado poderia sustentar a
gravidez, com a utilizacéo de terapia de imunossupresséo.+®

O modelo experimental de UTx em ovelhas se mostrou uma ferramenta de
treinamento bastante Util para a realizacdo deste procedimento cirdrgico em
humanos.4"53

Saso et al. descreveram uma técnica de autotransplante uterino em ovelhas,
incluindo junto a artéria uterina, um pequeno segmento da artéria iliaca interna. A
utilizacdo de um segmento da artéria iliaca permitiu uma anastomose vascular mais
confortavel e segura e uma perfusdo do enxerto mais adequada, tornando esta uma
técnica cirlrgica viavel para ser aplicada em um modelo humano.* E, na América
Latina, Andraus et al. descreveram um modelo bastante semelhante de
autotransplante de utero em ovelhas com anastomoses vasculares, também utilizando
um segmento da artéria iliaca interna para assim facilitar as anastomoses vasculares
arteriais.*” Modelo este que foi fundamental na preparacdo deste grupo, para a
realizacédo do primeiro UTx com doador cadaver, bem sucedido, no mundo.*?

No presente trabalho foi descrita a técnica de revascularizacdo sequencial do
enxerto uterino. Nesta técnica, como o proprio nome sugere, a revascularizagdo do

enxerto foi feita de forma sequencial, isto €, foram realizadas as anastomoses arterial
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e venosa de um lado do enxerto, o enxerto foi revascularizado e na sequéncia foram
realizadas as anastomoses contralaterais, com o érgéo ja revascularizado.**

O objetivo de se descrever esta técnica foi reduzir TIQ associado ao
procedimento. Pelo fato de serem necessarias a realizacdo de pelo menos quatro
anastomoses vasculares, serem estas anastomoses de pequeno calibre e delicadas,
e 0 enxerto ser revascularizado apenas apos a realizacao das anastomoses de ambos
os lados do utero, o TIQ se torna consideravelmente longo. Brannstrom et al., no
primeiro trial clinico em transplante uterino realizado, relatam um TIQ médio de 1h e
23min (+/-9min) nos procedimentos realizados.?®

A anatomia vascular uterina nos permitiu acreditar que a técnica sequencial de
revascularizacdo uterina seria tecnicamente viavel. O Utero é suprido principalmente
com sangue proveniente das artérias uterinas. A artéria uterina origina-se
bilateralmente da divisdo anterior da artéria hipogastrica e segue medialmente no
musculo elevador do anus em direcéo ao colo do Utero. Atravessa aproximadamente
2 cm do colo do utero acima da uretra, a qual fornece um pequeno ramo. Alcan¢gando
a lateral do utero, sobe tortuosamente até a juncdo da tuba uterina com o Utero.
Ramos da artéria uterina formam anastomoses com ramos da artéria ovariana,
criando uma arcada arterial que corre na parte superior do ligamento largo. A artéria
uterina também fornece ramos para o colo do Utero e a vagina; estas Ultimas se
conectam com ramos das artérias vaginais. As veias uterinas sdo paralelas as
artérias, formando plexos que terminam na veia iliaca interna; as veias uterinas se
fundem com o plexo vaginal (plexo venoso Gtero-vaginal) para baixo e com as veias
ovarianas para cima (plexo utero-ovariano), drenando na veia cava inferior a direita e
na veia renal a esquerda.>®

Esta vasta trama vascular uterina sugere ser possivel uma adequada perfusao
do enxerto mesmo com a revascularizagao inicial sendo realizada por apenas um lado
do utero, como proposto por esta técnica.

O termo TIQ é utilizado para descrever a isquemia de células e tecidos sob
condi¢cbes normotérmicas. No cenario do transplante de 6rgaos este termo se refere
a isquemia durante o implante, que acontece desde a remog¢éao do 6rgdo do gelo até
a sua reperfusédo.>!

O impacto do TIQ no enxerto uterino foi estudado por Garcia et al. Eles
avaliaram em um modelo animal utilizando ratos, a viabilidade do utero transplantado

apos exposicdo a um longo TIQ. Neste trabalho, foram analisados dois grupos, sendo
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o primeiro submetido ao UTx padréo (controle; n = 10) e o segundo ao UTx modificado
com um periodo estendido de quatro horas de isquemia quente (n = 10). Sinais
evidentes de necrose foram observados em cinco dos 10 animais no grupo de
isquemia quente estendida, em comparacao com apenas um de 10 animais no grupo
controle. Os enxertos uterinos do grupo de isquemia quente estendida, apresentaram
alteracdes morfologicas muito mais intensas, demostrando que o tempo de isquemia
guente estendido tem efeitos prejudiciais na sobrevida do Utero apés o transplante.*!

Nao existem estudos clinicos avaliando o TIQ no transplante uterino, porém,
estudos clinicos realizados em outros 6rgaos transplantados demonstram claramente
0 seu impacto. Marasco et al., em um estudo retrospectivo com 206 pacientes
submetidos ao transplante cardiaco, demonstraram que um TIQ de 80 minutos foi
associado a uma sobrevida significativamente reduzida do enxerto, quando
comparado a um TIQ de 60 minutos.®® Em um estudo realizado em 131.677 pacientes
submetidos ao transplante renal, que avaliou a associacéo entre TIQ e mortalidade e
disfuncdo de enxerto, observou-se que o grupo que foi submetido a um TIQ mais
prolongado (>60 minutos) apresentou um aumento de 23% no risco relativo ajustado
de morte ou disfuncdo do enxerto.*®* E um estudo realizado no transplante hepatico
gue avaliou os fatores pré e perioperatdrios associados a disfuncdo do enxerto,
demonstrou que em uma incidéncia de disfun¢éo primaria do enxerto de 31,9% o TIQ
prolongado (>45 minutos) foi o Unico fator de risco significativo entre outros
parametros avaliados.*°

A isquemia quente no transplante de 6rgdos é um dos fatores que influenciam
diretamente no mecanismo da sindrome de isquemia e reperfusédo (SIR), podendo
levar a efeitos prejudiciais na sobrevida e na funcdo do enxerto a longo prazo.*?

A SIR no contexto do transplante é a privacdo do fluxo sanguineo ao 6rgao,
causando hipoxia e levando a disfuncdo da cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria. A diminuicdo da producdo de trifosfato de adenosina (ATP) nas
mitocondrias induz ao metabolismo anaerobico, disfungcdo das bombas de sodio-
potassio e descolamento de ribossomos. O metabolismo anaerdbico reduz o nivel de
ATP e agentes antioxidantes nas células. Além disso, a retencao de &cido latico causa
acidose metabdlica, levando também a falha das bombas de sddio-potassio e bombas
de célcio na superficie da célula, causando retengcdo de sédio intracelular e potassio
extracelular e diminuicdo da atividade das bombas trocadoras de sodio-hidrogénio.

Nas células, o acumulo de ions hidrogénio, sddio e célcio causa hiperosmolaridade, o



Discussao 55

gue leva ao fluxo de dgua para o citoplasma e edema celular. A retencéo de hidrogénio
diminui o pH celular, levando a um comprometimento da atividade enzimatica e
aglomeracdo de cromatina nuclear. O desprendimento dos ribossomos diminui a
sintese de proteinas. Apds o estagio de reperfuséo, a restauracao do fluxo sanguineo
ao tecido isquémico fornece oxigénio através dos glébulos vermelhos. Paralelamente,
a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) aumenta devido a menor
concentracdo de agentes antioxidantes nas células isquémicas. ROS causam
estresse oxidativo que promove disfuncdo endotelial, dano ao DNA e respostas
inflamatorias locais. Cascatas inflamatdrias e estresse oxidativo podem
subsequentemente induzir uma tempestade de citocinas, resultando em morte celular
causada por danos as estruturas celulares. A fase de reperfusédo € dinamica e pode
persistir por varios dias.>!

N&o existem estudos clinicos que avaliem o impacto da SIR no transplante
uterino, porém, se considerarmos o contexto de transplante hepatico por exemplo, Ito
et al. demonstraram que tempo de isquemia fria e quente prolongados, hipertenséo
do receptor/doador e doador do sexo masculino foram identificados como fatores de
risco independentes associados a SIR moderada a grave e esta foi correlacionada
com resultados inferiores do enxerto a curto prazo.>?

Desta forma, baseado em estudos experimentais no transplante uterino e em
estudos clinicos realizados em outros 0Orgaos transplantados, parece bastante
relevante buscar alternativas para reduzir o TIQ no contexto do transplante uterino.

No presente estudo, ambos 0s grupos tiveram um tempo de procedimento
cirargico semelhantes, com uma mediana de 242min. (220-263min) no grupo SE
versus 247min (234-248min) no grupo Sl (p = 1,00), demonstrando que a técnica
descrita ndo aumenta o tempo cirdrgico de procedimento. E ao mesmo tempo, indo
ao encontro com o objetivo priméario do trabalho, no grupo em que foi utilizada a
técnica de revascularizacdo sequencial do enxerto uterino, houve uma significativa
reducdo na mediana do TIQ do procedimento de 72,00min no grupo Sl para 32,00min
no grupo SE (P valor = 0,008).

Também ndo foi observada diferenca significativa nas alteragbes
hemodinamicas entre os grupos estudados, mesmo apoés a reperfusdo do enxerto,
momento em que a liberacdo de mediadores inflamatérios associados a SIR tende a
levar a uma maior reagéo inflamatoria sistémica e instabilidade hemodinamica. Apesar

de se observar uma reducédo na PAM e no DC principalmente nos momentos T1 e T2,
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essa reducdo nao foi estatisticamente significativa e ocorreu de forma semelhante
entre 0s grupos. Além disso, em nenhum dos procedimentos realizados houve a
necessidade da utilizacdo de droga vasoativa para estabilizacdo hemodinamica dos
animais, sendo o controle hemodindmico mantido apenas com uma reposi¢ao
volémica adequada.

Porém, além de mostrar que a técnica de revascularizacdo sequencial do
enxerto uterino possibilita uma significativa redugdo no TIQ, € importante demostrar
também que ndo existe prejuizo ao 6rgdo com a sua utilizagdo. Como descrito
anteriormente, na técnica sequencial a revascularizacdo se d4, inicialmente, por
apenas um lado do enxerto. O lado contralateral do utero é revascularizado apenas
por vasos comunicantes sendo assim necessario avaliar se apesar de indireta, ela
ocorre de maneira adequada.

Quando avaliado o aspecto macroscopico dos enxertos, foi observado que em
todos os casos do grupo Sl a revascularizacao se deu de forma rapida e homogénea
em ambos os lados do enxerto, simultaneamente. No grupo SE, no lado esquerdo do
enxerto, em apenas 1 (1/5) caso a perfusdo ocorreu de forma lenta, porém, ao final
de um periodo de 55 segundos, este enxerto apresentava-se completamente
perfundido e homogéneo. Sendo assim, apesar de se ter observado em um dos casos,
uma revascularizacdo mais lenta em relagdo as demais, esse enxerto apresentou-se
completamente perfundido mesmo antes da reperfuséo contralateral. Demonstrando,
em uma avaliacdo macroscopica, uma adequada perfusdo do 6érgdo em ambos os
lados do enxerto, e em ambos os grupos analisados.

Para a comparacao laboratorial das duas técnicas utilizadas, os marcadores
analisados foram aspartato aminotransferase (AST), creatinofosfoquinase (CPK),
desidrogenase Lactica (DHL) e lactato:

e Aspartato aminotransferase (AST), existe nos tecidos humanos como duas
isoenzimas genética e imunologicamente distintas, uma localizada no
citoplasma (c-AST) e outra na mitocondria (m-AST). Musculo estriado,
miocardio e tecidos hepaticos séo as suas principais fontes.>3

e Creatinoquinase (CPK) catalisa a reacdo reversivel da creatina e ATP
formando fosfocreatina e ADP. A fosfocreatina pode ser vista como um
reservatorio de “fosfato de alta energia”, capaz de fornecer ATP.
Clinicamente, a creatinoquinase € utilizada como um marcador de infarto

agudo do miocardio, rabdomidlise, distrofia muscular, entre outros.>


https://pt.wikipedia.org/wiki/Rabdomi%C3%B3lise
https://pt.wikipedia.org/wiki/Distrofia_muscular
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e Desidrogenase lactica (DHL) relaciona-se a suplementacdo da demanda
energética em tecidos nos quais 0 suprimento aerébico ndo se faz
suficiente. A expressdo de LDH é notada em quase todos os tecidos,
fornecendo energia anaerdbica a tecidos que demandam maior aporte de
energia, como nos diferentes tecidos musculares (musculo estriado
esquelético, cardiaco e muscular liso) que apresentam maior expressao
desta enzima. Assim, a aplicacdo mais importante da LDH no contexto
clinico é observada dado o seu papel de marcador de leséo celular.®®

e Lactato é formado a partir de piruvato como produto da glicélise anaerdébica,
e é produzido principalmente em tecidos com alta taxa de glicose, como
musculo esquelético, intestino, cérebro, pele e glébulos vermelhos. O lactato
é um importante marcador de choque circulatério e hipoperfuséo tecidual.>®

Diferente do que acontece por exemplo no transplante hepatico onde um
exame laboratorial como a alanino aminotrasferase (ALT) pode ser utilizado como
marcador de lesdo hepatica, ndo existem ainda marcadores especificos para
avaliacdo do enxerto no contexto do transplante uterino.>”->* Como a camada muscular
(miométrio) forma a quase totalidade da espessura do utero, a escolha dos
marcadores AST, CK, DHL e lactato se deu por serem estes, apesar de nao
especificos, associados a lesdo do tecido muscular e a hipoperfusédo tecidual.

Ao se analisar o padrdo do marcador CPK, que é um marcador relacionado
principalmente a lesdo no tecido muscular, observa-se que os valores parecem
aumentar entre os tempos, principalmente quando avaliamos os momentos T1 e T2,
porém a diferenca entre T2 e TO foi semelhante entre os grupos. Esse padrao de
evolucdo do CPK demostra que apesar do lado esquerdo do enxerto no grupo
sequencial ter sido revascularizado por vasos comunicantes, nao foi observado um
maior comprometimento do tecido muscular do Utero neste lado, corroborando com o
gue foi encontrado também na avaliacdo macroscépica do enxerto uterino.

Quanto a variacdo do lactato, um marcador importante associado a
hipoperfuséo tecidual, se observa de forma clara a tendéncia temporal de aumento
nos seus valores. Essa tendéncia incide de forma semelhante sobre grupos e lados,
e apesar de grande sobreposicao e da inexisténcia de suporte estatistico, o grupo de
revascularizagdo simultanea parece apresentar valores levemente aumentados em
relacdo ao outro grupo, e isso poderia ser explicado em funcdo do maior tempo de

isquemia quente observado neste grupo.
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Foram avaliadas também as alteracfes histolégicas associadas a SIR no
transplante uterino. Nesse contexto, Adachi et al. avaliaram o TIQ e as alteracdes
histopatoldgicas relacionadas a lesdo de isquemia e reperfusdo no utero. Neste
trabalho foram utilizados seis macacos cynomolgus fémeas, sendo um controle e nos
outros cinco animais 0s vasos uterinos e ovarianos foram clampeados bilateralemente
por 0,5, 1, 2, 4 e 8 h, respectivamente. Apos 4h de isquemia, apenas alteracdes
discretas foram observadas, com dilatacdo dos poros nucleares e edema do reticulo
endoplasmatico rugoso. Ja apos 8h de isquemia, foram identificados edema
mitocondrial, perda de membrana plasmatica, fragmentacédo nuclear e condensacéo
de cromatina.%®

Apesar deste trabalho sugerir que o Utero toleraria um tempo de isquemia
guente bastante longo de até 4h, ndo podemos transferir esse dado diretamente para
0 cenario do transplante uterino, visto que a metodologia utilizada exclui todo o
contexto do transplante, como por exemplo o préprio procedimento cirargico. Além
disso, apenas um animal foi analisado em cada momento do clampeamento, o que
limita muito a analise dos resultados.

No presente trabalho, nenhuma das variaveis histolégicas em cada tempo
encontrou associacao significativa entre os grupos estudados. Analisando o0 momento
T2, observamos que edema e estase foram alteracdes bastante prevalentes. No grupo
de revascularizagdo sequencial, edema esteve presente em 60% dos casos na VD e
60% dos casos na VE, enquanto no grupo de revasculariza¢do simultanea em 75%
dos casos na VD e 80% dos casos na VE. Quanto a estase, no grupo de
revascularizacédo sequencial, esteve presente em 100% dos casos na VD e 80% dos
casos na VE e no grupo de revascularizagéo simultanea em 50% dos casos na VD e
80% dos casos na VE. Por outro lado, necrose e apoptose nao foram encontrados em
nenhuma das amostras analisadas.

Corroborando com estes achados, Dahm-Kahler et al., ao desenvolverem um
modelo de autotransplante do Utero em ovelhas, apds os enxertos serem submetidos
a uma isquemia fria de aproximadamente 1h seguida de isquemia quente de
aproximadamente 1,5h, ndo observou a presenca de necrose, edema ou fragmentos
de células apoptoticas em nenhuma das amostras estudadas. Apenas uma estase
leve dos vasos sanguineos foi observada em um dos transplantes, demonstrando uma

reacdo inflamatoéria muito sutil.*
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Por outro lado, Garcia et al. ao avaliarem o impacto do TIQ prolongado no
enxerto uterino de ratos, identificaram alteracdes histolégicas bastante exuberantes
nos enxertos submetidos a 4 horas de isquemia quente. No terceiro dia pos
procedimento, trés em 10 uteros apresentavam hemorragia estromal severa,
trombose, edema, perda de células endometriais, infiltragdo leucocitaria e necrose;
guatro em 10 Gteros apresentavam infiltracao leucocitaria e edema; dois em 10 Gteros
apresentavam edema importante; sendo que auséncia total de lesbes foi evidente em
apenas um utero. Demonstrando que um TIQ prolongado esta associado a alteracdes
histoldgicas significativas no enxerto uterino.>®

Dessa forma, no grupo submetido a revascularizacdo sequencial do enxerto
uterino ndo foram observadas alteracfes histologicas mais intensas quando
comparado ao grupo controle e mesmo quando analisado o lado do enxerto que &
inicialmente revascularizado apenas por vasos comunicantes, nao foram identificadas
alteracdes histologicas significativas, que sugerissem um maior grau de leséo tecidual
associado a esta técnica.

Dentre as principais limitacdes deste estudo podemos citar o pequeno niimero
de animais estudados em cada grupo, que esta associado ao fato de optarmos pela
utilizacdo do menor nimero possivel de animais para a realizacao de experimentos
laboratoriais e também ao alto custo desses animais. Além disso, a avaliagéo final do
enxerto foi realizada em um curto periodo de tempo (de apenas uma hora apés a
reperfusdo) e isso se deu principalmente pela impossibilidade de se manter o animal
vivo na estrutura disponivel do laboratério utilizado. Por fim, uma outra limitag&o foi o
fato dos animais ndo terem sido mantidos vivos por um periodo mais longo apds o
procedimento, e desta forma estarmos impossibilitados de comparar a viabilidade
uterina a longo prazo e também a capacidade de gestacao do Utero transplantado nos
grupos analisados.

O presente trabalho foi o primeiro a descrever a técnica de revascularizacao
sequencial do enxerto uterino e demonstrou que no grupo submetido a
revascularizacdo sequencial houve uma reducéo significativa do TIQ e ndo foram
identificados nas avaliagbes macroscopica, laboratorial e histolégica alteracdes
importantes, que sugerissem um maior grau de lesédo tecidual associado a esta
técnica. Uma preocupacado com a utilizacdo desta técnica era a possibilidade do lado

do enxerto que inicialmente ndo recebe sangue diretamente pelos vasos uterinos
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permanecer por um longo periodo inadequadamente perfundido, fato este que nédo se

confirmou nas analises realizadas.



6 CONCLUSAO
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No presente estudo, foram descritos 0s passos da técnica de revascularizagcéo
sequencial do enxerto uterino. Esta técnica reduziu de forma significativa o tempo de
isquemia quente associado ao transplante de Utero, quando comparada a técnica de
revascularizacdo simultanea do enxerto, no modelo de autotransplante em ovelhas.

Na comparagdo entre os grupos analisados, segundo 0s parametros
estabelecidos de avaliacdo macroscopica, laboratorial e histologica, a técnica de
revascularizacdo sequencial ndo foi associada a maior leséo tecidual, instabilidade
hemodinamica ou aumento do tempo cirdrgico quando comparada a técnica de

revascularizacdo simultanea do enxerto uterino.
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Anexo A - Aprovagéo do CEUA.

LY I . Faculdade de Medicina da Universidade de 530 Paulo
MEDICINA Avenida Or. Amaldo, 455

Pacaembu - 330 Faulo - 5P|

LS

Certificamoz que o projeto infitulado “Projeto  experimental de
trangplante uterino em ovelhas”, protocolo n® 063M6 2ob a responsabilidade de
Wellington Andrayz, apresentado pelo Departamento de Gastroeniernlogia, - que
envolve a produgdo, manutengdo efou utilizagdo de animais perencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertehrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com og preceitos da Lei n® 11.794, de & de outubro
de 2008, do Decreto n® 6.859, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadaz
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacde Animal (COMCEA), e foi
aprovado pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

de Medicina da USP em reunido de 22.06.16.

Finalidade () Ensine { x ) Pesquisa Cientifica

Vizéncia da autorizacio Dezembro/ 2016

Ezpeécie/linhagem raca Orving

N0 de animais 10
Peso/Idade a5-bokg
Sexp fimea

| Orizem Granja BG

CEUA-FMUSP, 22 de Junhg,de 2018

Comiszdo de Etica no Uso de Anmals da FMUSP

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissao de Etica no Uso de Animais

e-mal ceud fmgusp. br
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Anexo B - Termo de Outorga e Aceitacao de Auxilios.

M FAPESP

Fara uso exclushio ds FAPERP
Frocesso: 201705385~2

Data Impressio: 0oaz01s 070221
Folha:

Wolurme:

Rubrica:

FUNDACAQ DE AMPARC A PESQUISA DO ESTADO DE SEAQ PAULO

TERMO DE OUTORGA E ACEITAI;.ﬁ.D DE AUXILIOS

PROCESSO 2017/0538%-4

Pelo prasente instrumento, a Fundago de Amparo & Pesquisa do Estado de S8o Paulo, com sede na Rua Pio
¥l, n* 1.500, Alto da Lapa, S&0 Paulo, Capital, inscrita no CNPJMF =ob n® 43.828.151/0001-45, doravante
denominada QUTORGANTE, por meio de seu Conselho Técnico-Administrative, nos termos do Arfigo 14, letra
"b", da Lei Estadual n® 5918, de 18 de outubro de 1960, concede ac OUTORGADOD, a seguir qualificade,
Auxilio para a reslizagio do Projeto de Pesguisa a seguir especificadoe, nas instalagdes e com o apoio da
INSTITUICAQ SEDE, de acordo com as especificaces, cldusulas e condighes descritas a seguir e nos

Anexos, que passam a ser parte integrante deste Temo.

1.OUTORGADO: Flavio Henrigue Femeira Galvéo
CPF: 187 494 962-04
RG: 273322229 IRGDISP
2.Comespondéncia: Rua Artur Prada 538 - Apt. 22, Bela Vista, S8o Paule/SP, CEP 01322-000

fgalvao@usp.br

3.Instituigio Sede:

Faculdade de Medicina/FM
Universidade de S&o0 Paulo/USP
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Anexo C - Variaveis encaminhadas no banco de dados para analise, unidades

de medida e tipo da variavel.

© 00 ~NO UL~ WwWwNPE

A AP, PEDIDOWWWWWWWWWWNDNDNDNNDNMNMDNNNNNRERPRPRPEPERPERPERPRERPRER
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ANIMAL

Tipo de Revascularizacéo
Tempo de Cirurgia

Tempo de Isquemia Total
Tempo de Isquemia Quente

AST (T0)
AST VD (T1)
AST VD (T2)
AST (TO)
AST VE (T1)
AST VE (T2)
CPK (TO)
CPK VD (T1)
CPK VD (T2)
CPK (TO)
CPK VE (T1)
CPK VE (T2)
DHL (TO)
DHL VD (T1)
DHL VD (T2)
DHL (TO)
DHL VE (T1)
DHL VE (T2)
Lactato (TO)

Lactato VD (T1)
Lactato VD (T2)

Lactato (TO)

Lactato VE (T1)

Lactato VE (T2)

Pressao Arterial Média TO

Presséao Arterial Média T1

Presséao Arterial Média T2

Débito Cardiaco TO

Débito Cardiaco T1

Débito Cardiaco T2

Macro: Homogeneidade

Macro: velocidade de reperfusdo (Direito)

identificador
Sequencial; Simultanea
hh:mm
hh:mm
hh:mm
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
continua
Homogéneo; Heterogéneo
Répido (<30seg); Lento (>30seq)

Macro: velocidade de reperfusédo (Esquerdo) Rapido (<30seg); Lento (>30seq)

Macro: Lateralidade

Edema VD TO
Edema VD T1
Edema VD T2
Edema VE TO
Edema VE T1
Edema VE T2
Estase VD TO
Estase VD T1
Estase VD T2

Bilateral; Unilateral
Presente; Ausente
Presente; Ausente
Presente; Ausente
Presente; Ausente
Presente; Ausente
Presente; Ausente

qualitativa

qualitativa

quantitativa
guantitativa
guantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
guantitativa
guantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
guantitativa
guantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
guantitativa
guantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
guantitativa
guantitativa
guantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
guantitativa
guantitativa
quantitativa
quantitativa
qualitativa

gualitativa

gualitativa

qualitativa

qualitativa

qualitativa

qualitativa

gualitativa

gualitativa

qualitativa

Presente; Focal; Difusamente; Ausente qualitativa
Presente; Focal; Difusamente; Ausente qualitativa
Presente; Focal; Difusamente; Ausente qualitativa
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50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

Estase VE TO

Estase VE T1

Estase VE T2

Necrose VD TO

Necrose VD T1

Necrose VD T2

Necrose VE TO

Necrose VE T1

Necrose VE T2

Apoptose VD TO

Apoptose VD T1

Apoptose VD T2

Apoptose VE TO

Apoptose VE T1

Apoptose VE T2

Neutréfilos nos tecidos VD TO
Neutrofilos nos tecidos VD T1
Neutrdfilos nos tecidos VD T2
Neutréfilos nos tecidos VE TO
Neutréfilos nos tecidos VE T1
Neutréfilos nos tecidos VE T2

Anexos

Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Presente; Focal; Difusamente; Ausente
Ausente; Presente

Ausente; Presente

Ausente; Presente

Ausente; Presente

Ausente; Presente

Ausente; Presente
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qualitativa
gualitativa
qualitativa
qualitativa
qualitativa
qualitativa
gualitativa
gualitativa
qualitativa
qualitativa
qualitativa
gualitativa
qualitativa
gualitativa
qualitativa
qualitativa
qualitativa
qualitativa
qualitativa
qualitativa
qualitativa
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Anexo D - Variaveis criadas para a andlise estatistica.

Tempo de Cirurgia (min.)
Tempo de isquemia Total (min.)
Tempo de isquemia Quente (min.)
AST VD (T2-TO0)

AST VE (T2-T0)

CPK VD (T2-TO)

CPK VE (T2-T0)

DHL VD (T2-T0)

DHL VE (T2-T0)

Lactato VD (T2-TO0)

Lactato VE (T2-TO)

Presséo Arterial Média T2-TO
Débito Cardiaco T2-TO

T Cirurgia = HORA*60 + MINUTO

Tempo de isquemia Total = HORA*60 + MINUTO
Tempo de isquemia Quente = HORA*60 + MINUTO
AST VD (T2) - AST (TO0)

AST VE (T2) - AST (T0)

CPK VD (T2) - CPK (T0)

CPK VE (T2) - CPK (T0)

DHL VD (T2) - DHL (T0)

DHL VE (T2) - DHL (TO0)

Lactato VD (T2) - Lactato (TO)

Lactato VE (T2) - Lactato (TO)

Presséo Arterial Média T2 - Presséo Arterial Média TO
Débito Cardiaco T2 - Débito Cardiaco TO
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quantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
guantitativa
quantitativa
quantitativa
quantitativa
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Novel Technique in a Sheep Model of Uterine Transplantation

Rubens Macedo Arantes®, Lucas Souto Nacif, Rafael Soares Pinheiro, Vinicius Rocha-Santos,

Rodrigo Bronze de Martino, Daniel Reis Waisberg, Carlos Andres Rodriguez Pantanali, Allana Fortunato,
Marisa Rafaela Lima, Liliana Ducatti, Luciana Bertocco de Paiva Haddad, Dani Ejzenberg,

Flavio Henrique Galvao, Wellington Andraus, and Luiz Carneiro-D’Albuquerque

Liver and Gastrointestinal Transplant Division, Department of Gastroenterology, University of Sdo Paulo School of Medicine, Sao Paulo,
Brazil

ABSTRACT

Introduction. Uterine transplantation (UTx) is a surgical therapeutic modality designed
for the treatment of patients with exclusive uterine factor infertility. Experimental models
are paramount to study this transplant modality, and as the ewes' uteri are very similar to
that of humans, they are frequently used with this purpose. The aim of this study is to
describe a novel technical variation for UTx in sheep.

Methods. This study was conducted at Laboratory of Medical Investigation 37 of the
University of Sao Paulo School of Medicine in Sao Paulo, Brazil, and was approved by the
Ethics Committee of Animal Use of the university. We used 3 adult female sheep that
weighed approximately 45 kg and were not pregnant. We performed the technique of
uterine autotransplantation with a novel technical variation that we called sequential
vascularization: first, we performed the right uterine artery and vein anastomoses, after
which the uterine graft was vascularized, and then the contralateral vascular anastomoses
were performed.

Conclusion. We described 3 successful uterine autotransplants in sheep models with
sequential vascularization. This variation technique will probably allow warm ischemia time

in UTx to significantly decrease.

TERINE transplantation (UTx) is a surgical
therapeutic modality designed for the treatment of
patients with exclusive uterine factor infertility without any
possibility of surgical correction [1]. It has emerged as a new
type of transplant that provides an excellent option for
women who lack a functional womb but desire to give
birth [2,3].

Experimental models are paramount to study this trans-
plant modality, and as the ewes' uteri are very similar to that
of humans, they are frequently used with this purpose [4].
The aim of this study is to describe a novel technical vari-
ation for UTx in sheep.

METHODS

The study was conducted at the Laboratory of Medical Investigation
37 at the University of Sao Paulo School of Medicine in Sao Paulo,
Brazil, and was approved by the local Ethics Committee of Animal

© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.
230 Park Avenue, New York, NY 10169

Transplantation Proceedings, 52, 1399-1401 (2020)

Use (authorization number 063/16). Institutional guidelines for
experimental animal care were strictly followed.

For this experiment, we used 3 adult sheep that weighed
approximately 45 kg and were not pregnant. We performed the
technique of uterine autotransplantation, that is, removal of the
uterus, preserving its anatomic structures, and implantation in
the same animal, but with revascularization of the organ by vascular
anastomoses in a different place from the original.

This article was supported by FAPESP (Fundagao de Amparo a
Pesquisa do Estado de Séo Estado de Sdo Paulo - Grant number
2017/05389-4).

*Address correspondence to Rubens Macedo Arantes, Liver
and Gastrointestinal Transplant Division, Department of Gastro-
enterology, University of Sdo Paulo School of Medicine, Sdo
Paulo, Brazil. Tel: (55 11) 2661-3323; Fax: (55 11) 2661-9007.
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