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Quando Prometeu transgrediu a lei dos deuses antigos e roubou o fogo para
a humanidade, para lhe transmitir a civilizagao e as artes, a sua puni¢ao foi
exemplar: Jupiter acorrentou o grande Titd a uma rocha do cume do monte
Caucaso, onde diariamente um abutre se alimentava do seu figado, que se
regenerava tdo rapidamente quanto era devorado (Esquilo, Séfocles e Euripides

1993).

Além de simbolizar a vontade e a audacia humanas pelo conhecimento e
pela sua demanda, a lenda de Prometeu captura bem outro aspecto
essencial da natureza humana: o potencial notavel do corpo para se auto-

reparar (Rosenthal 2003).

N&o que ndés, simples mortais, possuamos figados com uma tdo tremenda
capacidade de regeneracdo. Todavia, ao longo da vida, somos submetidos
repetidamente a lesbes nao tdo ofensivas, das quais recuperamos
espontaneamente, muitas das vezes sem nos apercebemos que fomos
feridos. Isso sO é possivel porgue 0 organismo tem a capacidade de recrutar
e proliferar células capazes de restaurar os tecidos a sua forma e funcao
originais. Essas células retém uma memoria colectiva do processo complexo
de desenvolvimento pelo qual o tecido foi construido inicialmente, o que nos
leva de novo a lenda de Prometeu, cujo nome significa “promessa” ou

“premeditacdo” (Radice 1973).

No passado, presumia-se que as populacbes de células progenitoras
indiferenciadas contribuiam exclusivamente para a reconstituicdo do érgao
no qual residiam. Esta restricdo explicava a razao pela qual alguns 6rgaos
ndo tinham capacidade de regeneracdo: simplesmente esses 6rgdos nao
mantinham uma populacdo de células progenitoras suficientemente robusta.
O exemplo mais dramatico é o do sistema nervoso central, a que desde ha
muito tempo se reconhece uma resisténcia especial a regeneracao e

reparacdo apos doencas ou insultos (Davies, Fitch, Memberg et al. 1997; Barnett,
Alexander, Iwashita et al. 2000; Bartolomei e Greer 2000; Ruff, McKerracher e Selzer 2008; Zietlow,

Lane, Dunnett et al. 2008).

Nas ultimas décadas, porém, o conceito de regeneragéo especifica de 6rgéo
foi ultrapassado por descobertas de que era possivel isolar, em varios

tecidos do corpo, células multipotentes capazes de dar origem a varias
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linhagens celulares. Essas células do organismo adulto, genericamente
designadas de células estaminais (stem cells), assemelham-se de alguma
forma as populacdes de células pluripotentes derivadas do embrido no
estadio inicial, capazes de dar origem a todos os tipos celulares dum

organismo adulto (Preston, Alison, Forbes et al. 2003).

Designa-se por Medicina Regenerativa a transplantacdo, com propdésitos
curativos, de células estaminais que tenham capacidade para promover a
regeneracao das células ou tecidos do hospedeiro que estejam lesados e
gue tenham perdido a capacidade para se auto-reparar (Escada, Capucho, Lima et

al. 2007).

A presenca de células estaminais na mucosa olfactiva humana, com

capacidade de auto-renovacdo e multipoténcia, ja foi demonstrada (wolozin,
Sunderland, Zheng et al. 1992; Feron, Perry, McGrath et al. 1998; Roisen, Klueber, Lu et al. 2001;

carvalhal, Lima, Basto et al. 2007) € as linhagens celulares que se obtiveram a partir
da sua diferenciacdo incluem vasos sanguineos, musculo cardiaco e
esquelético, intestino, figado, espinal medula e cérebro (Murrell, Feron, Wetzig et al.
2005). A mucosa olfactiva, Unica estrutura localizada perifericamente onde
estdo neurdnios com projeccdo directa no sistema nervoso central e Unica
localizac&o superficial onde se encontram células estaminais nervosas (perry,
Mackay-Sim, Feron et al. 2002), tem vindo ademais a ser reconhecida pela sua
grande e permanente capacidade de regeneragao (Graziadei e Graziadei 1979; Calof

e Chikaraishi 1989; Schwob, Youngentob e Mezza 1995; Murrell, Bushell, Livesey et al. 1996).

Contudo, ndo é apenas a capacidade propria que as células olfactivas tém
de se regenerar, mas também a dos seus axénios se projectarem, do epitélio
para o bulbo olfactivo, de uma forma ndo aleatoria mas que revela uma
navegacado precisa na organizacdo espacial e topogréfica das suas
conexdes (Key 1998; Axel 2005), que faz das células olfactivas as células mais

promissoras para reparar o sistema nervoso central.

As células da mucosa olfactiva podem ser obtidas atraves da exploracdo das
fossas nasais por meios minimamente invasivos, por exemplo usando
endoscopios (Feron, Perry, McGrath et al. 1998; Winstead, Marshall, Lu et al. 2005). A
identificacdo desta fonte acessivel e universal de células estaminais, que

podem ser obtidas sem dano permanente (Lanza, Deems, Doty et al. 1994) NO
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proprio individuo, veio permitir perspectivar a transplantacdo autéloga das
células estaminais, eliminando a necessidade de imunosupressdo e
resolvendo em simultaneo os problemas éticos relacionados com a utilizacéo
das células estaminais embrionarias (Roisen, Klueber, Lu et al. 2001; Peduzzi-Nelson

2002; Peduzzi-Nelson 2003; Peduzzi-Nelson 2004).

XX






INTRODUCAO E DEFINICAO DE OBJECTIVOS






A intencdo deste trabalho € relatar um contributo pessoal para a utilizacao
da mucosa olfactiva humana em medicina regenerativa, no tratamento das

lesGes traumaticas da medula espinal.

Em 2001, fui convidado pelo Dr. Carlos Lima, neurologista e
neuropatologista do Hospital de Egas Moniz, para integrar a sua equipa de
investigacdo, que ambicionava explorar a utilizagdo dos transplantes
autdlogos de mucosa olfactiva na reparacdo das lesGes traumaticas da
medula espinal. O interesse do Dr. Carlos Lima no assunto vinha ja de 1987,
altura em que ele, com o Doutor Pratas Vital, neurocirurgido, tinha ja
realizado experiéncias em cobaios nos quais tinham transplantado mucosa
olfactiva de outros animais da mesma espécie, em lesdes completas da

medula espinal criadas experimentalmente (Lima e Pratas-Vital 1987).

E preciso sublinhar que em 1987, a literatura médica sO registava a
ocorréncia de 4 publicacdes sobre o assunto (pesquisa da Medline realizada
com a expressao: olfactory and regeneration and spinal cord). Nenhuma das
investigacdes tinha o mesmo propésito das investigacfes empreendidas
pelo Dr. Carlos Lima e pelo Doutor Pratas Vital, o que permite considerar o
seu trabalho experimental como o corolario de uma ideia que era inovadora,

sendo revolucionaria, para a época.

Nos anos seguintes assistiu-se a publicacdo de um numero crescente de
trabalhos cientificos sobre o assunto, e a mucosa olfactiva e a medicina
regenerativa comecaram a estar na ordem do dia (uma pesquisa da Medline
utilizando as mesmas palavras e operadores registava 52 publicacfes até ao
final do ano de 2001), razdo que impulsionou o Dr. Carlos Lima a retomar as

suas preocupacoes e as suas investigacoes.

Uma das constatacdes mais evidentes para quem fazia, a data, uma revisao
dos trabalhos realizados sobre a matéria era, todavia, o fraco envolvimento
da medicina clinica nessas investigagfes. Aquilo que € actualmente
designado como de medicina translacional (“translational medical research”),
que se pode condensar na expressao mais coloquial de “from bench to
bedside” ou “da bancada (do laboratério) para a cabeceira (do doente)”, ou

seja, a investigacdo que tem como propadsito primeiro o de estabelecer uma



aplicacéo e um beneficio clinico concreto dos resultados das investigacdes
nas ciéncias basicas (Fontanarosa e DeAngelis 2002; Marincola 2003) ainda nao se
tinha imposto, neste assunto em particular, como uma questdo ética
pertinente a ser considerada na investigacao (Cribb, Wainwright, Williams et al. 2008;

Maienschein, Sunderland, Ankeny et al. 2008).

A reduzida participagcdo da otorrinolaringologia nesta questdo também podia
ser constatada, sintomaticamente, pela verificacdo do nimero minimo de
trabalhos indexados provenientes de servicos de otorrinolaringologia ou
publicados em revistas de otorrinolaringologia sobre medicina regenerativa e

células olfactivas: 5 trabalhos até 2001 (Graziadei e Monti Graziadei 1983; Biedlingmaier,
Whelan, Zoarski et al. 1996; Feron, Perry, McGrath et al. 1998; Nibu, Li, Zhang et al. 1999; Holbrook,
DiNardo e Costanzo 2001) € apenas mais 9 trabalhos de 2002 até & data actual,

nos quais se incluem 4 trabalhos publicados pelo nosso grupo de

investigac;éo (Lane, Gomez, Dankulich et al. 2002; Escada, Lima, Pratas-Vital et al. 2005;

Winstead, Marshall, Lu et al. 2005; Lima, Pratas-Vital, Escada et al. 2006; Watanabe, Kondo, Takeuchi
et al. 2006; Mackay-Sim, Feron, Cochrane et al. 2008; Xue, Qiao, Qiu et al. 2008; Escada, Lima e

Madeira da Silva 2009; Lima, Escada, Pratas-Vital et al. 2009).

No caso concreto da hipétese de investigacdo principal do nosso trabalho,
que era a do valor terapéutico e da aplicabilidade clinica da auto-
transplantacdo de mucosa olfactiva no tratamento das lesGes traumaticas
cronicas da medula espinal (paraplegia e tetraplegia), os problemas a que a
otorrinolaringologia entendia ter que dar resposta ou solucdo, e que
constituem o0s objectivos do trabalho que sdo descritos nesta tese de

dissertacdo séo os seguintes:

Capitulo 1:

Investigar a anatomia cirdrgica da regido olfactiva na perspectiva de uma
abordagem transnasal endoscopica. Esse estudo, como demonstraremos,
nunca foi realizado, uma vez que a regido olfactiva, encarada
individualmente, ndo foi até a data considerada cirurgicamente relevante ou

interessante.



Capitulo 2:

Determinar, da forma mais precisa e interessante para 0S nossos propositos,
a localizacdo e a distribuicdo da mucosa olfactiva humana nas fossas

nasais.

Capitulo 3:

Conceber uma técnica cirargica nova e original, destinada a colher a mucosa
olfactiva humana para a sua transplantacdo autéloga imediata. Uma vez
desenvolvida, a técnica teria aplicacdo nos doentes com traumatismo
cronico e severo da medula espinal, candidatos ao tratamento com células

estaminais olfactivas.

Capitulo 4:

Colaborar com investigadores das ciéncias basicas no processo de colheita,
isolamento e proliferacdo de células estaminais adultas obtidas a partir de
biépsias da mucosa olfactiva. Com esses estudos procurar-se-a validar a
aplicacé@o terapéutica destas células e antecipar outras aplicagfes clinicas

potenciais das mesmas células.

Capitulo 5:

Demonstrar a exequibilidade, seguranca e eficacia dos auto-transplantes de
mucosa olfactiva na reparacao das lesGes traumaticas cronicas e severas da

medula espinal.






CAPITULO 1

ANATOMIA ENDOSCOPICA E RELEVANCIA CIRURGICA
DA REGIAO OLFACTIVA






1.1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Considerac0es gerais

A abordagem cirdrgica da regido olfactiva tem-se limitado a realizagdo de
operacfes mutilantes para tratar neoplasias, a execucdo de abordagens
endoscopicas a base do cranio que passam nos limites da regido ou a
realizacdo de biopsias da mucosa olfactiva com propadsitos de investigacao.
A definicdo da regido olfactiva como regido anatomica particular, com limites
bem definidos, patologia prépria e anatomia cirdrgica a considerar nunca foi

bem particularizada.

1.1.2 Aspectos historicos

Muitas das contribuicbes mais importantes para o conhecimento da
anatomia naso-sinusal foram produzidas nos ultimos 150 anos por autores
como van Alyea, Dixon, Grinwald, Hajek, Halle, Hartmann, Heymann,
Hilding, Ingal, Kasper, Keros, Killian, Lothrop, Messerklinger, Mosher,
Mouret, Neivert, Ohnishi, Onodi, Proetz, Schaefer, Siebenmann, Uffenorde,
Whitnall, Yankauer e Zuckerkandl, pelo menos a acreditar em Johannes
Lang, que isso nos da a conhecer no magnifico tratado, editado em 1988:
Klinische Anatomie der Nase, Nasenhdhle und Nebenhdhlen. Grundlagen fir
Diagnostik und Operation (Lang 1988) que foi logo depois traduzido, um ano
mais tarde, para a lingua inglesa com o titulo: Clinical anatomy of the nose,

nasal cavity and paranasal sinuses (Lang 1989).

No que diz respeito ao tratamento cirdrgico, até aos anos 80 do século XX a
regido olfactiva considerada individualmente n&o era cirurgicamente
interessante. O tratamento cirdrgico da patologia naso-sinusal cirirgica mais
prevalente - a patologia inflamatéria — dirigia a disseccdo para 0s recessos
da parede lateral das fossas nasais, ndo tendo que ter em atencao as
particularidades anatomicas da regido olfactiva. Por outro lado, as raras

operacdes que incluiam a disseccdo da lamina crivosa do etmdide e da



regido olfactiva destinavam-se a tratar tumores malignos como o
estesioneuroblastoma olfactivo, e eram operagdes agressivas e mutilantes,
como a resseccdo cranio-facial, que ndo se podiam preocupar com a
fisiologia deste 6rgado dos sentidos nem com as consideracdes anatomicas

mais detalhadas desta regido (Ketcham, wilkins, Vanburen et al. 1963).

Como todos sabemos, a cirurgia endonasal moderna, e particularmente
aguela que utiliza os endoscopios, desenvolveu-se a partir da década de 80
gracas as investigacdes e descricdes de um numero muito importante de
cirurgides, que incluiram, entre outros, Messerklinger (Messerkiinger 1978),
Wigand (wigand 1989), Draf (Draf 1978; Draf 1983), Stammberger (Stammberger 1991),

Terrier (Terrier 1991) € Kennedy (Kennedy 1985; Kennedy, Zinreich, Rosenbaum et al. 1985).

Nas décadas seguintes, assistiu-se a consolidacdo de uma técnica, a
cirurgia. endonasal endoscOpica (ou microscépica), baseada numa
investigacdo sistematica da microanatomia e da fisiologia, que
progressivamente foi estendendo as suas indicacdes a partir do tratamento
da rinosinusite cronica, passando a incluir o tratamento da epistaxis, dos
tumores benignos e malignos, da patologia do sistema lacrimal, da 6rbita, do

nervo éptico e da base do cranio (Hosemann, Weber, Keerl et al. 2000; Clemente 2005).

Actualmente, assiste-se a uma extensdo ainda maior das possibilidades da
cirurgia endoscépica, personalizada nos otorrinolaringologistas mas também
nos neurocirurgides. Esse desenvolvimento iniciou-se com a utilizagdo das
técnicas transnasais endoscépicas para abordagem da sela turca (Jankowski,
Auque, Simon et al. 1992; Jho, Carrau e Ko 1996; Cappabianca, Alfieri e de Divitiis 1998), Mas jé.
se estendeu para outras regides como 0 4pex petroso (Duwwuri, Snyderman e
Kassam 2004), O S€i0 Cavernoso (Frank e Pasquini 2003), OU areas anatémicas ja
definitivamente intracranianas, como a regido supraselar e as regides
anatomicas que sao expostas apos a fenestracdo do planum esfenoidal ou
do clivus (Cappabianca, Frank, Pasquini et al. 2003). J& foi afirmado que a abordagem
transnasal endoscopica vird a permitir o acesso a lesfes localizadas numa
extensdo que vai da apdfise crista gali a segunda vértebra cervical (Maroon

2005).
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Numa perspectiva que considera mais particularmente a regido olfactiva,
poder-se-4 entdo afirmar que as abordagens cirlrgicas que foram
desenvolvidas comecaram por ndo considerar a regidao por ndo ser a sede
das patologias correspondentes e evoluiram para uma outra fase em que as
abordagens cirargicas transpunham a regido olfactiva, todavia, sem que da
mesma forma se manifestasse uma preocupacdo com a anatomia e as
particularidades desta regido. De qualquer forma o resultado foi o de que,
antes e depois, a anatomia e a relevancia cirdrgica da regido olfactiva nunca

foram suficientemente consideradas, ou, pelo menos, sistematizadas.

1.1.3 Limites da regido olfactiva

Para efeitos da sua definicdo como uma regido anatomica precisa, propde-
se que se considere como regido olfactiva o espaco da fossa nasal situado
entre o corneto médio e superior, por um lado, e o septo nasal, por outro.
Além do espaco propriamente dito — a fenda olfactiva — a regido inclui ainda
as respectivas paredes: superior (lamina crivosa); medial (septal); e lateral
(turbinal). A parede posterior corresponde a parede anterior do seio
esfenoidal. Anteriormente e inferiormente a regido comunica directamente
com a fossa nasal através de um espaco, ou hiato, situado entre o bordo

respectivo do corneto médio e o septo nasal confrontante.

E importante referir que até a data nunca foi proposta uma definicdo
topogréfica clara da regido, ou porque a questao da distribuicdo da mucosa
olfactiva nunca foi devidamente considerada na apreciacdo da regido
olfactiva como um regido anatdbmica bem individualizada ou, mais
provavelmente, porque o olfacto tem sido até ao presente, como ja se
mencionou, uma area negligenciada em rinologia (Doty e Mishra 2001; Lund 2008;

Escada, Lima e Madeira da Silva 2009).

Assim definida, reconhece-se na regido uma funcao evidente de proteccao
do orgédo olfactivo. A proteccdo da regido é extremamente importante, uma
vez que a mucosa olfactiva contém os corpos celulares dos neurénios
bipolares olfactivos, que sdo verdadeiramente células do sistema nervoso

central localizadas perifericamente, facto ja reconhecido ha quase 120 anos
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pelo genial anatomista, anatomo-patologista e histologista espanhol
Santiago Ramon y Cajal, prémio Nobel da Medicina em 1906 (Cajal 1890).

Assim: 1) a localizacao da regido, distante da entrada das fossas nasais; 2)
as reduzidas dimensdes da fenda olfactiva; e 3) o acesso condicionado do ar
inspirado, resultante do estrangulamento causado pela proximidade do
bordo anterior do corneto médio ao septo nasal (Figura 1.1); sdo tudo
factores que contribuem para a proteccdo desta regido anatomica, tanto
mais necessaria quanto se sabe que as fossas nasais sdo sede de
agressdes importantes potencialmente lesivas da mucosa: agressoes
ambientais, infecciosas, e outras (Lanza, Moran, Doty et al. 1993). A demonstrag&o
de que apenas 10 a 15% do ar que entre pelas narinas alcanca na realidade
a fenda olfactiva (Hahn, Scherer e Mozell 1993; Keyhani, Scherer e Mozell 1995; Keyhani,
Scherer e Mozell 1997; Hornung 2006) € igualmente uma demonstracéo dessa funcao

protectora.
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Fig. 1.1 A localizagdo alta e posterior da regido olfactiva, distante da entrada das fossas nasais, e 0
seu acesso dificultado pela proximidade do bordo anterior do corneto médio ao septo nasal, conferem

uma protec¢do muito especial a esta regido.

1.1.4 Aregiao olfactiva como sede de patologia propria

A patologia da regido olfactiva ndo tem sido distinguida das outras entidades
gue afectam mais genericamente as fossas nasais ou 0 sistema naso-
sinusal. Na verdade, o paradigma da interpretagcdo deste sistema tem
favorecido mais o conceito de unidades mais alargadas, veja-se a propria

alteracdo da designacado de sinusite para rinosinusite ou a preocupagao com
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a relacao entre o tracto respiratorio superior e o tracto respiratorio inferior em
certas doencas (Madeira da Silva e Ribeiro 1982; Dinis e Gomes 1997). E verdade
também que se tem entendido que as patologias que afectam a regido sao
na maior parte dos casos apenas uma extensdo de uma patologia mais

generalizada, como € o caso, por exemplo, da polipose naso-sinusal.

Contudo, mais recentemente tem-se vindo a reconhecer que a regiao
olfactiva pode ser sede de patologias ou quadros clinicos mais especificos e

particularizados.

Biacabe et al., em 2004, propdem critérios para uma definicdo de “doenca da
fenda olfactiva” (Quadro 1.1) e apresentam o0s achados clinicos,
endoscopicos e imagiolégicos de 13 doentes que cumpriam 0S critérios
mencionados e que tinham sido seleccionados de entre os mais de 500
doentes com alteracdes no olfacto e/ou no gosto seguidos nessa instituicéo

num perl’odo de 4 anos (Biacabe, Faulcon, Amanou et al. 2004).

Quadro 1.1 Critérios de definicdo da “doenca da fenda olfactiva”

Alteracao do olfacto
Alteragao clinica ou imagiolégica da fenda olfactiva

Processo patolégico limitado a ou predominando na fenda olfactiva

Os diagnésticos realizados nos doentes avaliados incluiram 3 grupos de
situacdes (Quadro 1.2).

Nas situacdes de doenca congénita, observa-se uma agenésia bilateral
completa da fenda olfactiva. As alteracbes anatdOmicas sao geralmente
localizadas e as estruturas envolvidas sdo as que constituem a propria
parede da regido olfactiva: septo nasal e corneto médio. Habitualmente
associam-se a um certo grau de inflamacéo da mucosa correspondente nas
areas de contacto. As causas inflamatorias caracterizam-se, pelo contrario,
pela presenca de inflamacdo localizada na auséncia de alteragdes
anatomicas predisponentes.
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Quadro 1.2 Etiopatogenia da “doenca da fenda olfactiva”

Causa n
Congénita
Malformacéo bilateral da fenda olfactiva 2
Anatémica
Desvio do septo nasal 2
Corneto médio bolhoso 2
Outras (sinéquia pos-operatdria) 1
Inflamatéria
Inflamagé&o ndo associada a alteragdo anatémica 6

Uma situacdo clinica que se pode enquadrar nesta “doenca da fenda
olfactiva” € a do caso clinico que incluimos numa revisdo recentemente
publicada na Revista Portuguesa de Otorrinolaringologia a propésito do
diagnéstico diferencial da cefaleia sinusal (Escada, Capucho e Madeira_da_Silva 2008),
e no qual o corneto médio contactava o septo nasal na regido olfactiva
(Figuras 1.2 e 1.3), causando um quadro de cefaleias designado de

“sindrome da cefaleia do corneto médio” (Morgenstein e Krieger 1980).

Este diagndstico ja foi incluido na Classificacao Internacional das Cefaleias
no item das “Cefaleias por ponto de contacto mucoso intranasal” (‘The
International Classification of Headache Disorders: 2nd editon" 2004), € as alteragdes
anatomicas associadas podem merecer um tratamento cirdrgico adequado
(Welge-Luessen, Hauser, Schmid et al. 2003). Curiosamente, no caso clinico por nos
descrito a perda ou a diminui¢do do olfacto ndo foi mencionada, pelo que se
torna evidente que pode haver também patologia da regido olfactiva sem
perturbacéo desta funcao.
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Fig. 1.2 Tomografia naso-sinusal em corte coronal: bilateralmente, mas mais a direita, observa-se que
as células etmoidais sdo volumosas e medializadas e que o corneto médio contacta francamente o
septo na regido olfactiva. Apesar do contacto, ndo se observa edema das areas vizinhas (fotografia
obtida com permisséo, de Escada, P et al. Diagndstico diferencial da “cefaleia sinusal”’. O papel do
otorrinolaringologista. Revista Portuguesa de Otorrinolaringologia, 2008 (Escada, Capucho e
Madeira_da_Silva 2008).

Fig. 1.3 A mesma situagdo, em corte axial

Por outro lado, Trotier et al., em 2007, apresentam os resultados das
investigacGes realizadas em 34 individuos com obstrucdo inflamatéria
limitada a regido olfactiva determinada por meios imagioldgicos (tomografia
computorizada). O aspecto mais interessante deste trabalho foi a
demonstracdo de que a patologia inflamatodria limitada a fenda olfactiva
responde muito menos aos tratamentos médicos com corticoides,

antibiéticos e vasoconstritores do que a patologia inflamatéria mais comum,
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localizada mais lateralmente nos seios perinasais (Trotier, Bensimon, Herman et al.
2007), 0 que faz pressupor, ou pelo menos suspeitar, que a patologia limitada
a regido olfactiva possa constituir de facto uma entidade clinica com

caracteristicas diversas da restante patologia inflamatoria naso-sinusal.

Também existem evidéncias que alteracdes mais generalizadas das fossas
nasais podem ter uma origem na regido olfactiva. Por exemplo, algumas
poliposes naso-sinusais sdo consideradas “nativas” da regido olfactiva,
tendo origem em sitios anatomicos diversos da regido, tais como o corneto
superior ou a regido do Osteo esfenoidal (Larsen, Tingsgaard, Harcourt et al. 1998;

Masaki e Tanaka 1998; Sethi, Lau, Chee et al. 1998).

1.1.5 Biopsia da regido olfactiva

A biépsia da mucosa olfactiva foi desenvolvida em 1982 como um recurso de
investigacdo, para esclarecer a natureza das perturbagdes clinicas do olfacto
e contribuir para identificar as suas causas e tratamento (Lovell, Jafek, Moran et al.

1982; Jafek, Eller, Jonhson et al. 1997).

Apesar de proposta como um meio auxiliar de diagnéstico a integrar na
avaliacdo rotineira dos doentes com perturbacdes do olfacto, e tendo até
merecido a publicacdo de um artigo na popular seccdo da revista
Laryngoscope: “How | do it”", em Julho de 1993 (Lanza, Moran, Doty et al. 1993), a
biépsia da mucosa olfactiva manteve-se sempre apenas como um
procedimento de investigacao (seiden 1997), utilizado apenas por um numero
muito limitado de centros dedicados ao estudo do olfacto ou entdo, mais
recentemente, pelos centros que tém investigado a utilizagdo da mucosa
olfactiva em medicina regenerativa (Roisen, Klueber, Lu et al. 2001; Winstead, Marshall,

Lu et al. 2005; Escada, Capucho, Lima et al. 2007).

Uma constatacao do interesse marginal deste procedimento no contexto dos
procedimentos cirdrgicos, diagnosticos ou terapéuticos, que se podem
realizar nas fossas nasais, sao os resultados da comparacéo, que fizemos,
entre o numero anual de publicacbes sobre o tema versus o numero anual

de publicacdes sobre cirurgia endoscopica naso-sinusal (Figura 1.4).
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Fig. 1.4 Gréfico mostrando a evolucdo do nimero de publicagbes indexadas na Medline entre o inicio
de 1975 e o final de 2008 para 2 temas diversos: “Olfactory Mucosa Biopsy” e “Endoscopic Sinus

Surgery”.

A escolha do periodo de tempo para a pesquisa foi justificada porque ambas
as técnicas tiveram o seu inicio entre o final dos anos 70 e o inicio dos anos
80. Verifica-se no entanto que, enquanto 0 numero anual de publicacbes
sobre a cirurgia endoscopica naso-sinusal tem aumentado de forma regular
e consistente (total de 4860 publicacfes), no que diz respeito a biopsia da
mucosa olfactiva (total de 264 publicacdes), o aumento foi muito mais
discreto, e o niumero maximo de trabalhos publicados num s6 ano foi de 20
para a bidpsia da mucosa olfactiva (2005) contra 462 para a cirurgia

endoscopica naso-sinusal (2008).

N&o nos parece que seja questionavel que a bidpsia da mucosa olfactiva
seja um recurso de utilidade para o esclarecimento da patologia deste 6rgéo
no contexto de quadros clinicos diversos. J& foram bem identificadas as
alteracbes  histopatologicas, imunohistoquimicas e  ultraestruturais
(microscopia electronica) de situacdes tdo diversas como as mencionadas

no Quadro 1.3 (Jafek, Murrow, Michaels et al. 2002).

E compreensivel que a técnica da mucosa olfactiva tenha tido dificuldades
para se impor na pratica clinica. Em primeiro lugar, a anatomia da regiao é
desfavoravel: a dificil visualizacdo do hiato anterior da regido dificulta o seu
acesso directo, mesmo com visualizacdo endoscépica. Os desvios do septo
nasal, assim como o proprio espessamento anterior normal do septo nasal

(tubérculo do septo) também podem ser impedimentos a realizacdo da

17



bidpsia. Ndo € por acaso que as publicacbes que descrevem a técnica da
bidpsia mais detalhadamente, acabam por admitir na maior parte das vezes
qgue a bidpsia propriamente dita é realizada sem visualizac&o directa, ou, por
outras palavras, € uma bidpsia cega (Lovell, Jafek, Moran et al. 1982; Lanza, Moran, Doty

et al. 1993).

Quadro 1.3 Etiopatologia das doencas da mucosa olfactiva

Andsmia pés-traumatica (traumatismo craniano)

Anobsmia ou hipésmia pés-viral

Rinosinusite

Andsmia dependente dos esteroides

Andsmia ou hipdsmia idiopatica

Outros

Sindrome de Kallman (hipogonadismo familiar com anésmia)
Doenca de Alzheimer

Outras doengas neurodegenerativas

Uma histéria curiosa, e que reflecte as dificuldades de visualizacéo e acesso
a regido olfactiva, é referida por Lovell, considerado o pioneiro da técnica da
biépsia da mucosa olfactiva, quando faz o comentario, irénico, a um trabalho
publicado anteriormente (Polyzonis, Kafandaris, Gigis et al. 1979) € no qual era
descrita a ultraestrutura da mucosa olfactiva numa peca obtida por biopsia.
Mantivemos o texto na lingua original: “Polyzonis et al. used intranasal
forceps to perform a biopsy on one subject and missed the olfactory region

entirely” (Lovell, Jafek, Moran et al. 1982).

A anestesia local da regido também néo € simples, pois geralmente tem que
ser realizada em duas fases, processo moroso e desconfortavel para o
doente: numa primeira fase faz-se a anestesia e a vasoconstricdo da parte
mais anterior e inferior das fossas nasais (n0s utilizamos uma solucdo de
tetracaina e fenilefrina aplicada em tiras finas de algodao); s6 depois se
procede a anestesia da fenda olfactiva propriamente dita, com algoddes (se

possivel) ou com um “spray” de lidocaina.
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Por ultimo, muitas complica¢cfes potenciais tém sido mencionadas, quanto a
nés sem que ao longo do tempo se tenha verificado a sua ocorréncia real,
pelo menos a acreditar na literatura meédica, que nunca registou nenhuma
das complicacbes mais severas (Lane, Gomez, Dankulich et al. 2002). De entre as
complicagbes potenciais mencionadas incluem-se a epistaxis, a violagao da
lamina crivosa com rinorraquia, meningite ou lesdo das estruturas
intracranianas e a hipésmia (Lovell, Jafek, Moran et al. 1982; Lanza, Moran, Doty et al.
1993). Da nossa experiéncia na técnica, a complicacdo mais frequente € a
hemorragia (epistéxis), que geralmente cede espontaneamente ou apos

tamponamento com esponja hemostética reabsorvivel.

Deve-se ainda sublinhar que a biépsia da mucosa olfactiva, “cega” ou sob
visualizacdo directa, deve ser sempre realizada no septo ou num dos
cornetos, preferencialmente o superior, e o instrumento utilizado nunca deve

ser aplicado directamente, e sob presséo, sobre a lamina crivosa.

Os instrumentos mais utilizados para as biépsias da mucosa olfactiva séo a
pinca de girafa da Storz® com referéncia Ref. 651010 (Lanza, Moran, Doty et al.
1993), que é também a que temos utilizado, ou o Intrumento de Bidpsia
Olfactiva (Olfactory Biopsy Instrument) (Lovell, Jafek, Moran et al. 1982; Lanza, Deems,
Doty et al. 1994; Jafek, Murrow, Michaels et al. 2002). Este Gltimo é um estilete que tem
um gancho em forma de cureta cortante numa das extremidades, que
remove uma pequena fatia do epitélio e da lamina prépria mais superficial da
mucosa olfactiva sem que, segundo 0s seus inventores, haja esmagamento
e deterioracdo dos tecidos, como ocorre com as pincas (Figura 1.5). Apesar
de o0s seus inventores mencionarem que este instrumento esta
comercializado pela Bausch & Lomb Storz, USA® nunca o fomos capazes
de encontrar, nem contactando os seus inventores, nem contactando a firma

mencionada, que inclusivamente n&o inclui o instrumento no seu catalogo.

Outros instrumentos que tém sido utilizados sdo a pinga de Nakano (yamagishi,
Hasegawa e Nakano 1988), a pin¢ca de Blakesley, quando as bidpsias foram
realizadas sob anestesia geral durante a realizacdo de outros procedimentos
nasosinusais (Lane, Gomez, Dankulich et al. 2002; Bianco, Perry, Harkin et al. 2004), OU

laminas e curetas cortantes variadas (Leopold, Hummel, Schwob et al. 2000).
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“Olfactory biopsy
instrument (OBI)”

Pinga tipo girafa

Fig. 1.5 Pormenor de dois dos instrumentos mais utilizados na bidpsia da mucosa olfactiva: a pinca
em forma de girafa e o OBI (olfactory biopsy instrument).
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1.2 OBJECTIVOS DO ESTUDO

Desenvolver um modelo anatémico destinado a planear a abordagem da

regido olfactiva por via transnasal endoscopica.

Estudar e descrever a anatomia cirdrgica endoscoépica da regiao olfactiva.
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1.3 METODOS

Este estudo prospectivo foi realizado no Servico de Tanatologia
(actualmente Servico de Patologia Forense) da Delegacdo de Lisboa do
Instituto Nacional de Medicina Legal, ap0s todas as autorizacdes
institucionais necessérias, no cumprimento da legislacao existente sobre a
disseccdo de cadaveres e extraccdo de pecas, tecidos ou érgaos para fins
de ensino e de investigacao cientifica (Decreto-Lei n® 274/99 de 22 de Julho)
e ainda, para cada uma das dissecc¢Oes realizadas, ap0s consulta do Registo
Nacional de ndo Dadores (RENNDA: Decreto-Lei n°® 244/94 de 26 de
Setembro).

Antes da realizacdo do estudo foram realizadas algumas disseccfes em
cadaver, exploratérias, com o propdsito de facilitar o conhecimento da
anatomia cirdrgica, desenvolver aspectos mais basicos da técnica e
desenhar o estudo propriamente dito. As investigacdes foram realizadas nos
anos de 2001 e 2002, mas alguma da documentacdo necessaria para a
ilustracdo do texto (imagens) foi obtida posteriormente, nos anos de 2007 e
2008.

Foram excluidos os cadaveres que apresentavam sinais de traumatismo ou
cirurgia nasal prévios, assim como aqueles com afeccdes naso-sinusais que
pudessem prejudicar a dissec¢ao anatdmica, tais como tumores ou polipose
naso-sinusal. As dissec¢cfes foram realizadas em 25 cadaveres recentes,
com menos de 48 horas apds o falecimento. A média de idades dos
cadaveres dissecados foi de 38 + 19 (extremos 18 e 73) anos. Dezasseis
(64%) dos individuos eram do sexo masculino e 9 (36%) eram do sexo

feminino.

O instrumental cirurgico utilizado foi 0 mesmo em todas as dissecg¢bes. Nos
casos em que se procedeu ao registo de imagens, em vez de utilizar a fonte
de luz simples de halogéneo utilizou-se a fonte de luz incorporada na

unidade de documentacédo (Quadro 1.4.).
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Quadro 1.4 Instrumental cirdrgico

Para a visualizagao, recolha e registo das imagens
Fonte de luz fria de halogéneo, pequena, de 150W: Karl Storz® Ref. 482B
Cabo de fibra 6ptica de 4,8 mm de diametro e 180 cm de comprimento: Karl Storz® Ref. 495NB

Endoscopio de 0° de angulo de visao largo, com 4mm de diametro e 18 cm de comprimento, Karl Storz® Ref.
7230 AWA

Cabeca de camara de 1-chip com lentes Zoom Panfocal sistema PAL f=25-50mm e 2 botdes programaveis:
Karl Storz® TELECAM, Ref. 20212030

Unidade multifuncional compacta de documentacado sistema PAL: Karl Storz® TELEPAK Control Unit, Ref.
20043020-020

Para a disseccéo cirlrgica

Canula de aspiragdo angulada FRAZIER, diametro externo de 1,67 mm, com orificio de interrupgdo, 17 cm de
comprimento e 10 cm de distancia de trabalho: Karl Storz® Ref. 529205

Canula de aspiragéo angulada FRAZIER, diametro externo de 2,3 mm, com orificio de interrupgdo, 17 cm de

comprimento e 10 cm de distancia de trabalho: Karl Storz® Ref. 529207

Canula de aspiragdo angulada FRAZIER, diametro externo de 3 mm, com orificio de interrupgdo, 17 cm de

comprimento e 10 cm de distancia de trabalho: Karl Storz® Ref. 529209

Cénula de aspira¢do angulada FUJITA n° 6, com controlo digital, 18 cm de comprimento e 2 mm de diametro
na extremidade: Sontec® Ref. 180-406

Céanula de aspiragdo angulada FUJITA n® 7, com controlo digital, 18 cm de comprimento e 2,3 mm de
diametro na extremidade: Sontec® Ref. 180-407

Descolador de FREER-JOSEPH com 2 extremidades: cortante e semi-cortante, com 20 cm de comprimento:
Karl Storz® Ref. 456501

Descolador de FREER com 2 extremidades: romba e semi-cortante, com 20 cm de comprimento: Karl Storz®
Ref. 474000

Pin¢a nasal recta BLAKESLEY com 11 cm de comprimento, tamanho 1: Karl Storz® Ref. 456001

Pinga nasal com angulo superior de 45° BLAKESLEY com 11 cm de comprimento, tamanho 1: Karl Storz®
Ref. 456501

Pinca de preensao serrilhada delicada para cirurgia da hipéfise, com distancia de trabalho de 15 cm: Karl
Storz® Ref. 649160

Faca em foice pontiaguda com 19 cm de comprimento: Karl Storz® Ref. 628001

Cabo de canivete n°3 com 12,5 cm de comprimento: Karl Storz® Ref. 208000

Laminas n° 15

Tesoura de JOSEPH recta, com 14 cm de comprimento: Karl Storz® Ref. 511314

Tesoura de JOSEPH curva, com 14 cm de comprimento: Karl Storz® Ref. 511414

Tesoura de hipofisectomia recta, com 15 cm de comprimento: Karl Storz® Ref. 662301

Tesoura de hipofisectomia curva para a direita, com 15 cm de comprimento: Karl Storz® Ref. 662304
Tesoura de hipofisectomia curva para a esquerda, com 15 cm de comprimento: Karl Storz® Ref. 662305

Cureta de antro oblonga de pequeno tamanho, com 19 cm de comprimento: Karl Storz® Ref. 628702



Perfurador de antro de BEYER para fenestragdo endonasal com corte limpo com distancia de trabalho de 9,5
cm: Karl Storz® Ref. 6615000

Canula de antro de v.EICKEN com orificio de interrupgao, curva curta, diametro externo de 3 mm e 12,5 cm
de comprimento: Karl Storz® Ref. 586230

Canula de antro de v.EICKEN com orificio de interrupgao, curva larga, diametro externo de 3 mm e 12,5 cm
de comprimento: Karl Storz® Ref. 586231

Régua de aco inoxidavel flexivel, milimetrada, com 159 mm: Karl Storz® Ref. E2420

Para o planeamento inicial do estudo utilizaram-se as descricdes da regiao e
da fenda olfactiva apresentadas por Lang (Lang 1989) e outros autores

(Stammberger e Kennedy 1995; Clerico, To e Lanza 2003; Biacabe, Faulcon, Amanou et al. 2004).

1.3.1 Permeabilidade das fossas nasais e exposi¢cao da regiéo olfactiva

Numa primeira fase, apreciaram-se as condicionantes anatémicas da porgao
mais anterior das fossas nasais, com influéncia na abordagem e na

exposicao da regido.

Para tal, socorremo-nos de modelos anatomicos que ja foram utilizados e
validados para estudar a relagdo entre os volumes intra-nasais e o olfacto
(Damm, Vent, Schmidt et al. 2002) OU para estudar a relacdo entre a anatomia nasal
e o olfacto (Leopold 1988; Hong, Leopold, Oliverio et al. 1998; Hornung e Leopold 1999). Nestes
estudos as fossas nasais foram divididas em &reas volumétricas ou
segmentos e avaliada por meios imagiol6gicos. No nosso estudo, a
avaliacdo da permeabilidade dos segmentos para o efeito definidos foi

realizada utilizando um endoscépio de 0° com 4mm de diametro.

As determinacdes da permeabilidade observadas nos diferentes segmentos
e areas anatdmicas das fossas nasais foram depois relacionadas com a
facilidade de visualizacdo directa e de acesso a regido olfactiva quando se
utiiza o instrumental da cirurgia endoscopica. Com esta analise
pretendemos prever a exequilibidade do acesso a regido olfactiva perante as
varias variacdes da anatomia das fossas nasais que podem ser observadas

nos casos clinicos concretos.
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1.3.2 Modelo segmentar

As determinacbes avaliaram a permeabilidade da porcédo mais anterior das
fossas nasais em diferentes regibes topograficas. Este modelo nao
considerou as estruturas ou acidentes anatomicos individuais, antes definiu
um numero determinado de segmentos, obtidos pela quadriculacdo das
fossas nasais a partir de linhas imaginarias, horizontais e verticais, passando
por determinadas referéncias anatdmicas. As linhas verticais passam pela
abertura piriforme, pela porcdo média das fossas nasais e pelo bordo
posterior do septo nasal, e as linhas horizontais passam pelo pavimento da
fossa nasal, pelo bordo inferior do corneto médio e pela axila do corneto
meédio, respectivamente (Figura 1.6). Estas referéncias foram escolhidas
porque sdo todas elas facilmente identificaveis no exame endoscopico das

fossas nasais.

Fig. 1.6 Modelo segmentar concebido para avaliar a permeabilidade da por¢do da fossa nasal por
onde é feito 0 acesso a regido olfactiva. O modelo foi adaptado de um estudo realizado para estudar a

relagcdo entre os volumes intranasais e o olfacto.

Aos segmentos assim definidos foram atribuidos uma letra e um namero
para identificar a sua posicdo nas fossas nasais. Os segmentos mais
anteriores, com as letras A e B, sdo os que tém influéncia na exposicao e
visualizagdo da regidao olfactiva, pelo que foram os seleccionados para o

estudo anatomico (Quadro 1.5).
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Quadro 1.5 Segmentos avaliados

Segmento Al Segmento B1
Segmento A2 Segmento B2
Segmento A3 Segmento B3

Ambas as fossas nasais foram inspeccionadas, anotando-se o lado e o
segmento em que se observou uma diminuicdo significativa da
permeabilidade na zona correspondente. Dada a variabilidade nas
dimensdes e simetria das fossas nasais, considerou-se existir diminuigéo
significativa da permeabilidade quando a sua largura ndo permitia a
progressao do endoscopio (4 mm) ou quando a progressdao do endoscépio
s era possivel qguando se exercia pressdo importante do instrumento em

uma ou ambas as paredes do segmento considerado.

1.3.3 Estudo morfométrico e descritivo

Nesta segunda fase, o estudo incidiu directamente sobre a regido olfactiva
dentro dos seus limites anatomicos, compreendendo 2 diferentes avaliaces:
medicdo de varias distancias anatomicas importantes; e descri¢cdo da regido

olfactiva.

Em cada um dos cadaveres apenas se dissecou uma das regides olfactivas,
a do lado considerado de exposicdo mais facil por haver maior
permeabilidade da regido anterior das fossas nasais. Nos casos de simetria
seleccionou-se o lado em que ndo se registaram alteracbes mais

particulares da anatomia, ou em que estas alteragbes eram menores.

A decisdo de apenas se dissecar o lado com melhor acesso justificou-se
pelo propdsito das investigacdes. Este estudo experimental destinou-se a
fundamentar e ensaiar a técnica da colheita da mucosa olfactiva, situacéo
em que € importante considerar apenas a colheita unilateral, de forma a
minimizar as consequéncias deletérias sobre a funcao olfactiva. Por isso, foi

decidido dissecar apenas uma das fossas nasais em todos os cadaveres - a
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fossa nasal de mais facil acesso - para proceder de uma forma semelhante a

que foi planeada para a aplicacdo humana da técnica.

1.3.3.1 Alargamento cirurgico da regido olfactiva

Um aspecto importante a mencionar tem a ver com o alargamento da regido
olfactiva que é necessério realizar para se completar a exposicao cirdrgica
de toda a regido. Os estudos por nés previamente realizados em pecas
anatdmicas de laminas crivosas, a observacdo de tomografias
computorizadas da regido (Figura 1.7), as dissecacbes exploratérias
realizadas antes do inicio do estudo, assim como estudos anatomicos
publicados (Lang 1989), todos eles apontavam para uma largura média da
fenda olfactiva de 1 a 2 mm, insuficiente para a visualizacdo da regido ou

para a introducdo do endoscépio ou dos instrumentos cirlrgicos.

Fig. 1.7 A tomografia computorizada naso-sinusal demonstra que a fenda olfactiva tem uma largura

minima (1 a 2 mm).

O alargamento da regido olfactiva prévio a dissecc¢ao cirurgica da regiao foi
considerado um passo importante e necessario a abordagem. Para o
conseguir, concebeu-se uma técnica que incluiu 2 gestos: o primeiro, uma
etmoidectomia parcial, destinada a diminuir o suporte lateral do corneto
meédio e do corneto superior, suporte esse que é constituido pelas trabéculas

O0sseas das células etmoidais; o segundo gesto, a lateralizacdo do corneto
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médio e do corneto superior. A etmoidectomia nunca foi descrita
anteriormente como um procedimento necessario ao alargamento do
corredor nasal em outras intervencfes cirdrgicas, mas a simples
lateralizacdo do corneto médio, sob presséo forte e sem etmoidectomia ja foi
mencionada para alargar o corredor nasal nas abordagens transnasais a
base do cranio (shahinian 2008). A técnica por nds concebida, que inclui a
etmoidectomia, destina-se a minimizar a manipulacdo dos tecidos da regiédo
olfactiva evitando o traumatismo da mucosa pois é realizada com menor

pressdo nos cornetos medio e superior.

1.3.3.2 Distancias

As distancias que foram determinadas foram consideradas Uteis para uma
melhor caracterizacdo da anatomia cirargica, da variabilidade anatémica e

da orientacao cirtrgica endoscopica na regido olfactiva (Quadro 1.6).

Quadro 1.6 Distancia entre a por¢do anterior da fossa nasal e estruturas

anatomicas da regido olfactiva

Distancia do limen nasi ao bordo anterior do corneto médio
Distancia do limen nasi ao bordo anterior do corneto superior
Distancia do limen nasi ao 6steo esfenoidal

Distancia do limen nasi ao limite anterior da lamina crivosa

Distancia do limen nasi ao limite posterior da lamina crivosa

Poucos estudos anatomicos com morfometria tém sido realizados utilizando
a visualizacdo endoscoépica das fossas nasais. Por essas razdes a referéncia
da regido mais anterior das fossas nasais que tem sido utilizada é a espinha
nasal anterior (Davis, Templer e Parsons 1996; Turgut, Gumusalan, Arifoglu et al. 1996) OU a
zona imediatamente abaixo da espinha, designada de ponto subspinhal
(“subspinal”) (Lang 1989). As nossas medicdes utilizaram como referéncia
anterior a valvula nasal interna ou limen nasi. O limen nasi € uma referéncia

que é visualizavel directamente quando da exposicdo endoscoOpica das
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fossas nasais, quer na parede lateral (relevo do bordo inferior da cartilagem
triangular) quer na parede inferior da porgédo mais anterior das fossas nasais
(rebordo inferior do orificio piriforme) A sua utilizacdo e validacdo so foi
mencionada anteriormente num estudo anatomico sobre o Osteo do seio

esfenoidal (kim, Kim, Kang et al. 2001).

1.3.3.3 Anatomia descritiva da regiao olfactiva

A descricdo da anatomia cirlrgica da regido incluiu uma descricdo do
espaco tridimensional, das paredes e dos achados e incidentes encontrados
durante a dissecc¢éo da mucosa olfactiva.
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1.4 RESULTADOS

1.4.1 Modelo segmentar e permeabilidade nasal

No Quadro 1.7 estdo representados os resultados relativos a avaliacdo da
permeabilidade da porcdo anterior das fossas nasais, nos 25 cadaveres

investigados, de acordo com o modelo segmentar anteriormente definido.

Quadro 1.7. Segmentos permeaveis (endoscopio de 4 mm) (n=25)

Fossa nasal direita Fossa nasal esquerda
Al 24 (96%) 23 (92%)
A2 22 (88%) 21 (84%)
A3 23 (92%) 22 (88%)
B1 23 (92%) 22 (88%)
B2 21 (84%) 20 (80%)
B3 23 (92%) 22 (88%)

Em média, s6 se observa uma diminuicdo da permeabilidade ao endoscopio
de 4 mm, no conjunto das observacdes realizadas, em 11,2 + 4,5 % dos

segmentos considerados.

Quando a andlise é realizada pelos segmentos de cada uma das regides
(regido A: mais anterior, e regido B: mais posterior), verifica-se que a
diminuicdo da permeabilidade é mais frequente na regido B (12,7+4,7 % dos
segmentos considerados) do que na regidao A (10+x4,2 % dos segmentos
considerados). A diferenca na permeabilidade nasal entre os segmentos
destas 2 regifes nao tem contudo significado estatistico (p=0,32; teste t para

amostras independentes).

7

Quando a analise é realizada pelos segmentos de cada um dos lados,
verifica-se que a diminuicdo da permeabilidade € maior a esquerda
(13,3+4,1 %) do que a direita (9,3+4,1 %). No entanto, da mesma forma que

para a diferenca na permeabilidade nasal entre os segmentos das regides
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situadas mais anteriormente ou posteriormente, também a diferenca na
permeabilidade entre os segmentos das 2 fossas nasais nao demonstrou ter
significado estatistico (p=0,12).

1.4.2 Permeabilidade nos segmentos da regido A e sua repercussao na

exposicao da regido olfactiva

Na Figura 1.8 observa-se uma imagem que apresenta um exemplo de uma
fossa nasal com diminuicdo da permeabilidade nos segmentos mais
anteriores. A canula de Frazier que se observa na imagem tem 3 mm de
diametro e nao consegue progredir, quer no segmento A2, quer no
segmento A3. A regido da fossa nasal — vestibulo nasal — onde se observa
este desvio, esta contida na porcédo cartilaginosa da piramide nasal, anterior

a valvula nasal interna ou limen nasi.

Fig. 1.8 Exemplo de uma fossa nasal com diminui¢do na permeabilidade nos segmentos A2 e A3. As
setas apontam para o limen nasi, linha de demarcagdo muito nitida e observavel endoscopicamente.

(S=septo nasal; A=asa do nariz).

by

No que diz respeito a repercussdo das obstrucbes com esta localizagao
topografica na visualizacdo e acesso da regido olfactiva, os resultados sao
0S seguintes. Em primeiro lugar, as obstrucdes na regido A ndo se
acompanham, em regra, de obstrugdes ipsilaterais na regido B. O que é
mais frequente é que quando existe uma obstru¢do na regido A, o0 septo

nasal esteja desviado para o lado contralateral na regido B. Nos 7 cadaveres
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que totalizavam as obstrucbes segmentares da regido A ja mencionadas, a
fossa nasal ipsilateral ndo tinha obstru¢cdes na regido B, ao contrario da
fossa nasal contralateral, que tinha obstru¢cdes segmentares na regido B em

3 dos 7 cadaveres (Figura 1.9)

Fig. 1.9 No mesmo cadaver apresentado na Figura 2.7, que tinha uma obstrucdo da regido A a
direita, observa-se uma obstrucdo contralateral na regido B (segmentos B2 e B3. (S=septo nasal;

A=asa do nariz).

Em segundo lugar, quando existe uma obstru¢cdo nos segmentos da regiao
A, a regido B ipsilateral é geralmente ampla e a visualizacdo da regido

olfactiva esté facilitada (Figura 1.10).

Fig. 1.10 Ainda o mesmo cadaver das figuras anteriores. No lado onde se verificou uma obstrugdo
muito significativa na regido A, a visualizacdo da regiéo olfactiva é obtida sem dificuldades, mesmo

ainda antes da lateralizacdo dos cornetos (S=septo nasal; CM=corneto médio).
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Uma vez que a parede externa da regido A corresponde a asa do nariz, o
endoscopio e os instrumentos podem desviar lateralmente esta estrutura
mole, alargando a entrada da fossa nasal, e vencendo a obstrucdo. Por isso,
as obstrucdes segmentares da regido A ndo sao prejudiciais ao acesso e
visualizacéo da regido olfactiva, podendo até ser facilitadoras, na medida em
gue se associam a uma regido B mais larga na fossa nasal ipsilateral. A
maior limitacdo que pode ser antecipada por uma obstrucdo da area A é a
facilidade de traumatismo da mucosa com a introducédo do endoscoépio e dos
instrumentos, podendo causar sangramento que suje a extremidade do

endoscopico e interfira com visualizagéo.

1.4.3 Permeabilidade nos segmentos da regido B e sua repercussdo na

exposicao da regido olfactiva

E importante nZo confundir o tubérculo septal de Morgagni, achado
anatdmico constante apesar de variavel nas suas dimensfes, com um
desvio verdadeiro do septo nasal que causa obstrucdo. O tubérculo septal
resulta do espessamento da cartilagem quadrangular do septo ou da lamina
perpendicular do etmdide, na regido préxima da articulacdo entre estas 2
estruturas. Na maior parte das observacdes o tubérculo septal esta presente

sem haver obstrucao.

Para confirmar a obstrucdo na regido B, ndo basta uma inspeccao distante,
quer seja realizada com espéculo nasal, quer com o endoscoépio nasal. A
imagem endoscopica ampliada ndo permite prever a largura exacta das
passagens das fossas nasais. E necessario que se avance o endoscépio
directamente até a entrada da regido olfactiva. S6 com este gesto a
obstrucdo é evidenciada, pois o0 endoscopio vé-se impedido de progredir
pelas paredes da fossa nasal, quando a largura da regido é inferior a 4 mm.
Um sinal tipico da obstrucdo eminente é o empalidecimento da mucosa
guando o endoscopio é introduzido, causado pela pressao do endoscépio na
mucosa. Curiosamente € um sinal que também se observou nos estudos em

cadaver, provavelmente por se tratar se cadaveres recentes.
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Na Figura 1.11 observa-se uma obstru¢céo nos segmentos B2 e B3 da fossa
nasal esquerda, e o aspecto empalidecido da mucosa do septo e do corneto

inferior causado pela pressdo do endoscopio.

Fig. 1.11 Obstrugcdo dos segmentos B2 e B3 da fossa nasal esquerda (S=septo nasal; Cl=corneto
inferior; CM=corneto médio).

Ao contrario das obstrucbes segmentares da regido A, que nao sao
impeditivas do acesso e visualizacdo da regido olfactiva, as obstrucdes da
regido B dao-se entre 2 paredes que sdo rijas e ndo sdo compressiveis, e
por isso ndo permitem uma progressao do endoscépio que seja suficiente
para visualizar a regido e da mesma forma ndo permitem a introducao e

manipulacdo correcta do instrumental cirdrgico no interior da regiao olfactiva.

1.4.4 Sucesso na exposicao da regido olfactiva

Nos 25 cadaveres estudados, em nenhum caso se encontraram obstrugcdes
segmentares bilaterais das fossas nasais que fossem impeditivas do acesso
a regido olfactiva em pelo menos uma das fossas nasais. Esta constatacéo é
importante, pois permite prever que, em individuos bem seleccionados e
sem patologia naso-sinusal prévia, serd possivel a exposi¢cdo cirargica de

uma das regides olfactivas destinada a colheita da mucosa olfactiva em

todos os individuos.
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1.4.5 Estudo morfométrico

No Quadro 1.8 estdo representados os resultados relativos a determinagéo
das distancias entre a porcdo mais anterior das fossas nasais e diversas
estruturas usadas como referéncia anatOmica durante a exposicdo e a

abordagem cirdrgica endoscopica da regido olfactiva.

Quadro 1.8 Distancias do limen nasi as referéncias da regido olfactiva (em mm)

) Limite Limite
Corneto Corneto Osteo anterior da posterior da

médio superior esfenoidal lamina lamina

Cadéver e sexo crivosa crivosa
1 M 28 45 67 41 63
2 M 22 42 59 38 58
3 M 24 41 64 44 66
4 M 23 39 58 43 57
5 M 24 42 62 40 68
6 M 27 41 60 41 64
7 M 25 42 62 40 58
8 M 24 39 57 44 59
9 M 20 40 61 39 60
10 M 24 44 59 43 60
11 M 26 43 58 45 58
12 M 26 41 63 42 62
13 M 25 42 60 44 59
14 M 25 43 59 42 63
15 M 26 41 60 42 64
16 M 21 39 59 41 59
17 F 23 42 53 40 57
18 F 22 41 56 39 56
19 F 23 40 55 37 59
20 F 19 41 60 42 60
21 F 22 38 53 36 58
22 F 21 37 54 41 54
23 F 21 43 56 39 61
24 F 23 44 55 43 58
25 F 21 41 54 41 59
Média: 23,4 41,2 58,6 41 60
Desvio-padréo: 2,3 1,9 3,6 2,3 3,2
Minimo: 19 37 53 36 54
Méaximo: 28 45 67 45 68
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Como ja mencionado, o limen nasi € uma referéncia anatomica que ja foi
utilizada para sinalizar a porcdo mais anterior das fossas nasais. Tem a
vantagem de ser facilmente identificado com endoscépios na abordagem
das fossas nasais, ao contrario de outras referéncias que dizem respeito a
estruturas do esqueleto nasal, como a espinha nasal anterior ou o angulo
entre a espinha e a face anterior da maxila (“subspinal®), que tém que ser
adivinhadas porque s6 séao identificaveis no esqueleto 6sseo ja desprovido
de partes moles ou em exames de imagem. Por ser mais facil de identificar
intra-operatoriamente no vivo o limen nasi foi a referéncia igualmente

escolhida para o estudo no cadaver.

A porcao mais anterior do corneto médio, que sinaliza o limite anterior da
regido olfactiva, esta situada em média a 23,4+2,3 mm do limen nasi
(valores extremos de 19 e 28 mm). Verificou-se que esta distancia é maior
no sexo masculino (24,4+2,1 mm com valores extremos de 20 e 28 mm) do
gue no sexo feminino (21,7+1,3 mm com valores extremos de 19 e 23 mm) e
a diferenca entre os 2 sexos tem significado estatistico (p<0,01; teste t para

amostras independentes).

A porcdo mais anterior do corneto superior esta situada em média a
41,2+1,9 mm do limen nasi (valores extremos de 37 e 45 mm). Ao contrario
da distancia entre o limen nasi e o corneto médio, neste caso ndo se
verificou uma diferenca com significado estatistico entre esta distancia no
sexo masculino (41,5+1,8 mm com valores extremos de 39 e 45 mm) e no
sexo feminino (40,8£2,2 mm com valores extremos de 37 e 44 mm) (p=0,42;

teste t para amostras independentes).

O 6steo esfenoidal é um elemento anatdmico de extrema importancia na
cirurgia endoscopica naso-sinusal, em particular nas operagbes que
envolvem o seio esfenoidal ou a base do cranio. Tem sido apontado como
uma referéncia Uutil para avaliar as distancias: a base do cranio e aos
elementos intracranianos correspondentes, as estruturas nervosas
importantes da parede lateral dos seios perinasais (nervo Optico) (kim, Kim,
Kang et al. 2001), servindo ainda para sinalizar o limite posterior da fossa nasal

no recesso esfeno-etmoidal (que corresponde a regido olfactiva).
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Nas determinacfes que realizamos constatamos que a distancia entre o
limen nasi e o Osteo esfenoidal foi, em média 58,6+3,6 mm (valores
extremos de 53 e 67 mm). Verificou-se também que esta distancia € maior
no sexo masculino (60,4+2,4 mm com valores extremos de 57 e 67 mm) do
gue no sexo feminino (54,9+2,3 mm com valores extremos de 53 e 60 mm)

(p<0,01; teste t para amostras independentes).

A distancia entre o limen nasi e os primeiros orificios da lamina crivosa foi,
em média, de 41+2,3 mm (valores extremos de 36 e 45 mm). Também se
verificou-se que esta distancia € maior no sexo masculino (41,8+1,9 mm com
valores extremos de 38 e 45 mm) do que no sexo feminino (39,8+2,3 mm
com valores extremos de 36 e 43 mm) e a diferenca tem significado

estatistico (p=0,04; teste t para amostras independentes).

Por sua vez, a distancia entre o limen nasi e os ultimos orificios da lamina
crivosa foi, em meédia, de 60£3,2 mm (valores extremos de 54 e 68 mm). Tal
como para todas as outras medidas, esta distancia € também maior no sexo
masculino (61,1+3,2 mm com valores extremos de 57 e 68 mm) do que no
sexo feminino (58+2,1 mm com valores extremos de 54 e 61 mm) e a
diferenca tem significado estatistico (p<0,01; teste t para amostras

independentes).

1.4.6 Anatomia descritiva da regiéo olfactiva

A regido olfactiva é estreita lateralmente, e nela se podem descrever: uma
cavidade ou limen, por vezes designado de fenda olfactiva; e 6 paredes: as
duas paredes principais, pela maior area que ocupam, sdo a parede medial
ou septal e a parede lateral ou turbinal. A parede superior corresponde a
lamina crivosa e a parede posterior corresponde a parede anterior do seio
esfenoidal. A parede anterior e a parede inferior sdo abertas para as regides
anatomicas vizinhas e comunicam com a por¢cdo mais anterior e inferior das

fossas nasais, respectivamente.

A fenda olfactiva é naturalmente estreita, com cerca de 1 a 2 mm de largura,

como ja foi demonstrado em estudos anteriores (Lang 1989) (Figura 1.12).
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Fig. 1.12 A fenda olfactiva, mesmo nos casos em que a por¢cdo mais anterior das fossas nasais é
ampla e permeavel, é, de uma forma constante, muito estreita, quase virtual (S=septo nasal;

CM=corneto médio).

7

SO depois do afastamento dos cornetos médio e superior € possivel a
abordagem endoscopica da fenda olfactiva, que passa a ter cerca de 4 a 5

mm (Figura 1.13).

Fig. 1.13 O alargamento da regiéo olfactiva a custa da parede lateral é necessario para que a regido

passe a ser cirurgicamente acessivel (S=septo nasal; CM=corneto médio).

As paredes medial e lateral da regido olfactiva tém uma forma de trapézio
escaleno, com 4 lados, 2 deles paralelos, que neste caso sao o lado inferior

e o superior (Figura 1.14).
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Fig. 1.14 Diagrama representando a forma de trapézio escaleno das paredes medial e lateral da
regido olfactiva, com 4 lados, todos diferentes, e 2 paralelos entre si: 0 superior e o inferior (S=lado
superior; A=lado anterior; P=lado posterior; I=lado inferior).

O lado inferior ou base é maior que o superior e corresponde ao bordo
inferior do corneto inferior na parede lateral e & sua projec¢cdo mediana, na
parede medial (Figura 1.15).

Fig. 1.15 Aspecto do bordo inferior do corneto médio, que constitui o lado inferior da figura geométrica
previamente descrita. A projec¢do do bordo inferior do corneto médio no septo nasal ndo coincide,
como se pode observar facilmente na figura, com uma aresta que se observa na mucosa do septo
nasal (setas), poucos milimetros adiante do local da projec¢do do corneto. Por outro lado essa aresta
também ndo coincide com nenhuma sutura do esqueleto 6steo-cartilaginoso do septo. A explicagdo
mais provavel para este incidente anatémico tem a ver com a constituicdo da mucosa e com a fungéo
protectora que a fossa nasal exerce sobre os hiatos da regido olfactiva, desviando grande parte do ar

inalado (S=lado superior; A=lado anterior; P=lado posterior; I=lado inferior).

O lado superior corresponde, na parede lateral, a unido da raiz vertical dos
cornetos médio e superior com a base do cranio (lamina crivosa); na parede
medial corresponde a unido do limite superior da lamina perpendicular com a
lamina crivosa do etmdide. Na maior parte dos casos o lado superior do
trapézio ndo é exactamente rectilineo e desenhando um angulo nitido com o
lado posterior, como fazia pressupor a observacdo de algumas figuras de
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textos anatémicos, como a figura 56 (pagina 43) do livro de Lang (Lang 1989).
Pelo contrario, a observacdo mais frequente nos cadaveres que foram
dissecados foi a de que o lado superior descreve uma curva em direccéo
posterior e inferior, continuando-se com o lado posterior sem que seja
possivel identificar muitas vezes o limite preciso entre ambos. Este achado
tem relevancia cirtrgica, uma vez que expde a base do cranio a um risco
acrescido de lesdo iatrogénica durante a dissec¢do da regido. Como
veremos adiante, a Unica forma segura de identificar a lamina crivosa e
distingui-la da parede anterior do seio esfenoidal, é visualizando
directamente os nervos que se dirigem para os orificios da base do cranio e

identificar os orificios mais posteriores (Figura 1.16).

Fig. 1.16 Como é sabido, as abordagens endoscdépicas ndo ddo uma visdo tridimensional das areas
vizualizadas, uma vez que ndo existe estereoscopia e portanto ndo existe a informacdo da
profundidade. Costuma afirmar-se que o cirurgido tem que construir mentalmente a imagem
tridimensional a partir da imagem bidimensional do monitor, fazendo-o a partir do conhecimento da
anatomia e do treino na observacdo endoscoOpica. Esta imagem é um exemplo de como o
conhecimento prévio da anatomia € essencial. As setas indicam a progresséo, que parece rectilinia
mas ndo o é, da lamina crivosa até ao Osteo esfenoidal (asterisco) (S=septo nasal; CS=corneto

superior; CM=corneto médio).

O lado anterior do trapézio escaleno corresponde ao bordo anterior do
corneto médio lateralmente, e a sua projeccdo mediana, no septo nasal.
Este lado faz um angulo quase recto com os lados vizinhos (Figuras 1.1 e
1.12). O lado posterior corresponde a insercdo do corneto superior na
parede anterior do seio esfenoidal lateralmente e a insercao do septo nasal

na face anterior do corpo do esfendide, medialmente (Figura 1.16).
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A superficie medial ou septal da regido olfactiva, delimitada pelos lados
anteriormente descritos € lisa e constituida maioritariamente pela mucosa

olfactiva na sua porcdo mais superior (Figura 1.17).

Fig. 1.17 A superficie medial da regido olfactiva é discretamente concava. Essa configuracdo nao
resulta em regra de uma assimetria, em que um dos lados é céncavo por oposigdo ao lado
contralateral que é convexo. Pelo contrario, geralmente ambos os lados séo céncavos, pois nos limites
periféricos da regido olfactiva o osso do septo nasal é mais espesso do que na parte média, onde por
vezes pode ser papiraceo ou inexistir (CM=corneto médio; S=septo nasal; setas=limites da mucosa
olfactiva).

A superficie lateral da regido olfactiva ou superficie turbinal é constituida
pelos cornetos médio e superior. A mucosa que reveste esta superficie é
constituida maioritariamente por mucosa olfactiva no corneto superior e por
ambos os tipos de mucosa: respiratéria e olfactiva, no corneto médio. Um
aspecto interessante a descrever no que diz respeito a parede turbinal da
regido olfactiva é o das dimensbes apreciaveis do corneto superior, que
ocupa uma area importante desta parede (Figuras 1.18 e 1.19). Na Figura
1.16, na qual o corneto superior foi lateralizado, também se pode confirmar a
area apreciavel que o corneto superior ocupa na parede turbinal da regido
olfactiva. Um facto assinalavel: nas 25 dissec¢bes cadavéricas que foram
realizadas, em nenhuma delas se observou um corneto supremo, 0 que é
curioso, uma vez que existem estudos que referem a identificacdo desta

estrutura inconstante em 50% das pecas anatdmicas (Kim, Lee, Kim et al. 2001).
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Fig. 1.18 Quando o corneto superior € observado a partir da porgdo mais anterior das fossas nasais,
a sua visibilidade é minima, dando a impressdo de ser uma pequena estrutura limitada ao canto mais
superior e posterior da fossa nasal na regido olfactiva (S=septo nasal; CM=corneto médio;
seta=corneto superior).

Fig. 1.19 Depois da lateralizagdo do corneto médio, com o endoscopio introduzido directamente na
fenda olfactiva, pode verificar-se que o corneto superior € volumoso e tem uma area consideravel
(ocupando cerca de 50% da distancia antero-posterior da por¢do superior da regido olfactiva, de
acordo com os estudos morfométricos realizados) (CM=corneto médio; S=septo nasal; CS=corneto

superior).

A parede superior da regido olfactiva é constituida pela lamina crivosa. A
lamina crivosa separa a fossa nasal da cavidade craniana e tem uma
configuracdo arredondada, am abdbada estreita (Figura 1.20). Nas
disseccbes que foram realizadas ndo tivemos oportunidade de confirmar
uma propriedade que é adiantada amiude na literatura médica, e que € a da
extrema fragilidade da lamina crivosa (Lovell, Jafek, Moran et al. 1982; Lanza, Moran,
Doty et al. 1993; Lane, Gomez, Dankulich et al. 2002). Pelo contrario, tivemos o cuidado
de experimentar, em varios cadaveres, a realizacdo de uma pressao

importante sobre esta estrutura em varias localizacbes e com diferentes
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instrumentos (canula de espiragdo de Frazier com 1,67 mm, descolador de
Freer de extremidade semi-cortante, faca em foice e cureta de antro
oblonga) e de verificar que é dificil perfurar a lamina crivosa sem o pretender

especificamente.

Fig. 1.20 As setas apontam os limites medial e lateral da lamina crivosa. Reconhece-se-se a sua
configuragdo abobadada e observa-se, no relevo da mucosa, o trajecto de alguns nervos olfactivos a
dirigirem-se da parede turbinal da regido olfactiva (corneto superior) em direc¢do a porcdo média da
lamina crivosa. Os asteriscos, a amarelo, indicam o limite superior e o limite inferior da parede
posterior da regido olfactiva, a parede esfenoidal. Neste espécimen o angulo entre a base do cranio e
a parede esfenoidal permitiu a diferenciagao destas duas paredes. Num ponto intermédio entre o limite
superior e o limite inferior da parede esfenoidal, mas mais proximo do primeiro, identificou-se

facilmente o ésteo esfenoidal (CM=corneto médio; CS=corneto superior; S=septo nasal).

A parede posterior da regido olfactiva corresponde a parede anterior do seio
esfenoidal, na qual se identifica o 6steo esfenoidal numa posicdo proxima da
porcdo intermédia desta parede (Figura 1.20). Alguns estudos anatomicos
referem que o 0steo ndo se abre no recesso esfeno-etmoidal (porcdo mais
posterior da regido olfactiva) mas sim no meato superior em cerca de 17%
dos casos (kim, Kim, Kang et al. 2001). Esses estudos avaliaram a posicao relativa
do corneto superior em relacdo ao Osteo esfenoidal em cabecas humanas
seccionadas pelo plano sagital. Em consequéncia o corneto superior nao foi
mobilizado antes da posicao relativa das estruturas ter sido determinada.
Esse tipo de analise ndo foi possivel quando a avaliagdo da regido foi
precedida da lateralizacdo dos cornetos médio e superior, COmMoO NOS NOSSOS
estudos. De qualquer forma, em todas as disseccbes foi possivel a

exposicdo ampla do ésteo esfenoidal e portanto a identificacdo correcta da
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parede respectiva, pelo que o nosso estudo ndo ficou diminuido por essa

razao.

A parede anterior e a parede inferior da regido olfactiva, que ja foram
descritas (Figuras 1.12, 1.13 e 1.15) sdo abertas para a por¢cdo mais anterior
e para a por¢cdo mais inferior das fossas nasais, respecivamente,
constituindo um hiato formato pelo bordo anterior e inferior do corneto médio

e a projeccao destas estruturas no septo nasal.
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1.5 DISCUSSAO

1.5.1 Resumo geral dos resultados

Os estudos anatdémicos realizados permitiram demonstrar que a exposicao
cirdrgica da regido olfactiva por técnica endoscopica € exequivel em todos
os doentes previamente seleccionados e sem patologia naso-sinusal prévia.
As obstrucfes dos segmentos mais anteriores das fossas nasais, situadas
no interior da piramide nasal cartilaginosa sdo menos impeditivas do acesso
a regido olfactiva do que as obstru¢des nasais situadas numa regido

imediatamente anterior ao hiato anterior da regiéo olfactiva.

A consideracdo de uma anatomia cirdrgica endoscépica da regido olfactiva
pressupde, como foi explicitado, o alargamento da fenda olfactiva a custa da
parede lateral, uma vez que sé com este gesto a regido olfactiva passa a ser
cirurgicamente acessivel (Escada e Madeira_da_Silva 2008). A técnica concebida
para alcancar a exposicdo ideal foi apresentada, e todas as disseccdes e
descricOes subsequentes foram realizadas apds este gesto cirdrgico ter sido

realizado no modelo de cadaver.

Uma vez alargada, a regiao olfactiva pode ser explorada cirurgicamente em
toda a sua extensdo com visualizacdo endoscoépica permanente, e todas as
estruturas anatomicas da regido podem ser manipuladas com seguranca,

incluindo a parede superior, constituida pela lamina crivosa.

As distdncias mais importantes para uma orientacdo cirdrgica na regiao
olfactiva por técnica endoscopica séo as distancias entre o limen nasi e o
corneto médio, o corneto superior, o 0steo esfenoidal e as por¢cdes mais
anterior e posterior da lamina crivosa, que sao de 23,4+2,3mm, 41,2+1,9mm,
58,6+3,6mm, 41+2,3 mm e 60+£3,2 mm, respectivamente. Todas as
distancias sdo maiores no sexo masculino do que no sexo feminino, a

excepcao da distancia entre o limen nasi e o corneto superior.
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1.5.2 Limitagdes do estudo

Todos os estudos anatémicos ou as descri¢cdes de técnicas cirdrgicas devem
ser confrontados ou comparados com estudos anteriores nos quais se
alicercem ou que tenham sido realizados com 0s mesmos propositos. As
maiores limitacdes deste estudo decorrem da escassez de descricbes

anteriores da anatomia cirurgica da regido olfactiva.

Por outro lado, os estudos anatomicos existentes sobre as fossas nasais
quase sempre utilizaram especimenes de cadaver ou radiografias, e sO
recentemente se entendeu a utilidade de basear os estudos dirigidos a
actividade cirargica por técnica endoscépica na observacdo e avaliacao
endoscopica de referéncias que sejam facilmente identificaveis com
endoscopios (Joe, Ho e Yanagisawa 2000), pelo que também ndo existem estudos

suficientes, com estas particularidades, para efeitos comparativos.

1.5.3 Significado clinico dos resultados

Os estudos anatdbmicos séo essenciais na definicdo da anatomia cirurgica e
no desenvolvimento das técnicas e do desempenho cirargico que

acompanham os progressos na medicina.

Por sua vez, os estudos morfométricos geralmente sao realizados para
estabelecer valores normativos das variaveis anatbmicas, para analisar a
variabilidade das estruturas ou para orientar as técnicas cirdrgicas. As
discrepancias que se verificam na literatura médica nas determinacdes das
distancias em alguns estudos morfométricos tém sido atribuidas a variacdes
relacionadas com as populacdes ou as caracteristicas raciais, com a
definicdo de diferentes referéncias anatémicas ou com a dificuldade efectiva

em identificar correctamente as referéncias anatémicas escolhidas (uniu,
Tekdemir, Ersoy et al. 1994; Sato, Murakami, Tsubota et al. 2000; Kim, Kim, Kang et al. 2001; Padua e

Voegels 2008).

Por se ter previlegiado a abordagem endoscopica e a seleccdo de
referéncias anatOmicas que sao identificAveis com endoscopios, 0s

resultados do estudo tém aplicabilidade préatica concreta na abordagem
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cirdrgica que ira ser desenvolvida para a colheita da mucosa olfactiva por via

transnasal endoscopica.

Verificou-se que o maior obstaculo a abordagem cirdrgica da regido se
relaciona com a largura da fenda olfactiva, naturalmente estreita, com cerca
de 1 a 2 mm de largura, tal como ja foi demonstrado em estudos anteriores
(Lang 1989). E curioso que, contrariamente ao que seria de esperar em virtude
da sua largura muito reduzida, sé ocasionalmente se observa patologia
localizada nesta area, mesmo patologia inflamatéria que, como é sabido,
pode ser causada por estreitamentos anatémicos das cavidades naso-
sinusais (Biacabe, Faulcon, Amanou et al. 2004; Trotier, Bensimon, Herman et al. 2007; Escada,
Capucho e Madeira_da_Silva 2008). Uma explicacdo para a reduzida prevaléncia de
doenca limitada a regido olfactiva pode ser a constancia das suas

dimensdes, apesar de reduzidas, nos varios pontos da regiéo.

Um aspecto interessante a mencionar é o das distancias relativas entre 3
das estruturas que relatamos, e que estdo localizadas numa posicéo
sucessivamente mais posterior relativamente a abertura das fossas nasais.
Em média, a diferenca entre a posicdo do corneto médio e do corneto
posterior € de 17,8 mm e a diferenca entre a posicdo do corneto superior e
do 6steo esfenoidal € de 17,4 mm. Estas distancias sdo praticamente iguais,
0 que contraria a ideia habitual de que o corneto superior € uma pequena
estrutura localizada longe do bordo anterior do corneto médio e muito
proxima da parede anterior do seio esfenoidal: este facto ja tinha todavia

sido referido na literatura médica (Orlandi, Lanza, Bolger et al. 1999).

Por sua vez a determinagdo da distancia relativa ao limite mais anterior da
lamina crivosa € importante, porque nos ultimos anos, alguns trabalhos tém
apontado para uma distribuicdo da mucosa olfactiva mais anterior do que o
habitualmente considerado (Leopold, Hummel, Schwob et al. 2000). Da mesma forma
a determinacdo da distancia relativa ao limite mais posterior da lamina
crivosa € importante, pois nem sempre esta referéncia anatomica é

identificavel com facilidade.
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1.5.4 Conclusdes

O modelo do cadaver recente foi Util no estudo da anatomia cirdrgica
endoscopica da regido olfactiva, na avaliagdo das condicionantes
anatOmicas determinantes para 0 acesso a essa area, e na concepc¢ao de
uma técnica destinada a alargar a fenda olfactiva, permitindo a exposicéo
atraumatica das paredes da regido. Todos estes passos prévios sao
essenciais na concepcdo de uma técnica destinada a colheita de mucosa

olfactiva por via transnasal endoscopica.
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CAPITULO 2

LOCALIZACAO E DISTRIBUICAO DA MUCOSA
OLFACTIVA HUMANA NAS FOSSAS NASAIS
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2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Consideracdes gerais

A distribuicdo da mucosa olfactiva humana nas fossas nasais néo foi até a
data documentada ou sistematizada de forma suficiente, provavelmente
porque o olfacto tem sido uma area relativamente negligenciada em rinologia
e na investigacao dos 6rgdos dos sentidos (Doty e Mishra 2001; Lund 2008; Hawkes e

Doty 2009).

Os estudos existentes sobre a constituicdo da mucosa olfactiva basearam-se
na realizacdo de biépsias da mucosa olfactiva, mas foram realizados num
namero muito limitado de centros ou instituicdes, e apenas com propdésitos
de investigacdo, pretendendo primariamente correlacionar as alteracdes
estruturais histopatoldégicas observadas com a natureza ou grau da

disfuncgéo olfactiva (Jafek, Johnson, Eller et al. 1997; Jafek, Murrow, Michaels et al. 2002).

Existe um consenso generalizado de que a mucosa olfactiva esta localizada
na porcdo superior e posterior das fossas nasais. Todavia, a distribuicdo
anatOmica exacta e a area coberta por neuroepitélio olfactivo ndo séo
conhecidas (Leopold, Hummel, Schwob et al. 2000), € embora tenha sido descrito que
o epitélio olfactivo do feto é uniforme com limites bem definidos, alguns
estudos sugerem que o epitélio olfactivo dos adultos pode ter limites mais
irregulares e manchas intercaladas de epitélio respiratorio (Naessen 1970;

Nakashima, Kimmelman e Snow 1984; Morrison e Costanzo 1990).

2.1.2 Composicao da mucosa olfactiva

A mucosa olfactiva humana consiste num epitélio colunar
pseudoestratificado que repousa sobre uma lamina prépria altamente celular
(Figura 2.1).
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Fig. 2.1 Imagem original de microscopia 6ptica da mucosa olfactiva (amostra de cadaver, Tricromico
de Masson, ampliacéo original de 200X). O epitélio é pseudo-estratificado. A membrana basal é fina e

a lamina proépria rica em células.

O epitélio tem 4 tipos celulares: as células olfactivas bipolares receptoras, as
células de sustentacdo, as células microvilares e as células basais (Moran,

Rowley, Jafek et al. 1982; Jafek 1983; Morrison e Costanzo 1990; Jafek, Eller, Jonhson et al. 1997).

A célula receptora olfactiva € um verdadeiro neurdnio bipolar, projectando
um unico dendrito para a superficie do neuroepitélio olfactivo e um Unico
axonio para o bulbo olfactivo. Os nucleos dos neurénios bipolares dispdem-
se a todos os niveis da espessura do epitélio, com os ndcleos das células
mais velhas mais proximos da superficie do epitélio do que os nlcleos das
células mais recentemente diferenciadas (Hawkes e Doty 2009). A disposi¢cao
variavel dos nudcleos das células confere-lhe o seu apecto tipico pseudo-
estratificado.

O dendrito do neurdnio bipolar tem uma terminacdo em forma de taco,
conhecida como a vesicula olfactiva (olfactory vesicle or knob). A vesicula
olfactiva estende-se para a superficie epitelial (Figura 2.2 a e b) e contém
cilios iméveis com receptores de membrana aos quais as moléculas
odoriferas se ligam (este ultimo aspecto s6 é observavel em microscopia
electronica). Cada um dos axonios das 6 a 20 milhdes de células bipolares
atravessa a membrana basal em direc¢cdo a lamina propria, reune-se para
formar fasciculos e nervos passando através dos 15 a 20 orificios de cada
uma das laminas crivosas (Figura 2.3) para ir formar uma sinapse no interior

do bulbo olfactivo (Moran, Rowley, Jafek et al. 1982; Hadley, Orlandi e Fong 2004).
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Fig. 2.2. Imagem original de microscopia Optica do neuroepitélio olfactivo (amostra de cadaver,
Tricrémico de Masson, ampliagdo original de 400X). A superficie do neuroepitélio olfactivo &
caracterizada pela presenca das projeccdes dendriticas dos neurdnios bipolares, em forma de bulbo
ou de taco de baseball, designadas de vesiculas olfactivas (b=pormenor de a; VO=vesicula olfactiva).

Fig. 2.3 Imagem original de microscopia Optica da lamina crivosa (amostra de cadaver, Hematoxilina-
Eosina, ampliac@o original de 40X). Os nervos olfactivos, constituidos pelos axénios dos neurdnios
bipolares, atravessam a lamina crivosa em direc¢do ao bulbo olfactivo, localizado na fossa craniana

anterior (LC=lamina crivosa; NO=nervo olfactivo; MO=mucosa olfactiva; BO=bulbo olfactivo).

As células de sustentacdo, que sao as células predominantes no
neuroepitélio olfactivo, circundam as células bipolares, contribuindo para a
regulacdo e a manutengdo do meio ionico apropriado em redor das células

receptoras, favoravel a ocorréncia da transdugéo olfactiva (Nickell 1997).
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As células microvilares, apenas identificaveis por microscopia electrénica,
foram descritas pela primeira vez em 1982 e admitidas como uma segunda
classe, morfologicamente distinta, de células receptoras da mucosa olfactiva,
porém, o seu papel putativo no olfacto ainda nado foi definitivamente
demonstrado (Moran, Rowley e Jafek 1982; Lipschitz e Michel 2002; Montani, Tonelli, Elsaesser

et al. 2006).

As células basais, o0 unico tipo de células que nédo se projecta na superficie
epitelial e repousa sobre a membrana basal (Figura 2.4), sdo, pelo contrario,
bem reconhecidas como uma populacdo distinta de células estaminais do
epitélio olfactivo, capazes de regenerar continuamente e ao longo da vida as
células olfactivas danificadas (Graziadei e Graziadei 1979; Calof e Chikaraishi 1989;
Bartolomei e Greer 2000; Hahn, Han, Rawson et al. 2005; Murrell, Feron, Wetzig et al. 2005). Estas
células tém propriedades de auto-renovacdo e multipoténcia e sdo capazes
de originar, experimentalmente, outras células, neurais e ndo neurais (Roisen,
Klueber, Lu et al. 2001; Carter, MacDonald e Roskams 2004; Chen, Fang e Schwob 2004). Nao se
observam na mucosa olfactiva humana os 2 subtipos de células basais:
globosas e horizontais, muitas vezes mencionada na literatura médica a
partir da observacdo de animais de experimentacdo roedores (Hahn, Han,

Rawson et al. 2005).

A lamina propria contém fasciculos de axoénios, vasos sanguineos, tecido
conjuntivo e glandulas de Bowman (Menco e Morrison 2003). Os axénios dos
neurénios olfactivos sdo envolvidos, na sua transicdo do sistema nervoso
periférico (neuroepitélio olfactivo) para o sistema nervoso central (bulbo
olfactivo) por uma linhagem Unica de células gliais: as células da bainha dos
axoénios olfactivos (“olfactory ensheating cells “ - OEC) (Doucette 1991; Bartolomei e

Greer 2000).

As glandulas de Bowman s&o glandulas tubulo-alveolares serosas,
compostas por acinos secretores dispostos em forma circular e excretando
0S seus produtos por um ducto que passa através do epitélio olfactivo
(Figura 2.5 a e b) (Moulton e Beidler 1967). Os produtos secretados por estas
glandulas para a camada mucosa da regido olfactiva sdo essenciais para a

transducéo olfactiva.
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Fig. 2.4 Imagem original de microscopia Optica do neuroepitélio olfactivo (amostra de cadaver,
Tricromico de Masson, ampliacdo original de 600X). As células basais do neuroepitélio olfactivo sdo
poliédricas ou arredondadas e dispem-se de modo regular ao longo da membrana basal do epitélio

(observam-se as células basais na zona delimitada entre as marcas amarelas).

Yy

Fig. 2.5 Imagem original de microscopia 6ptica do neuroepitélio olfactivo (amostra de cadaver,
Tricromico de Masson, ampliacdo original de 100X). a) As glandulas de Bowman sdo esféricas,
contituidas por células serosas dispostas a volta de um limen central (porgéo alveolar); a) e b) as
glandulas de Bowman atravessam em seguida o neuroepitélio olfactivo (por¢do tubular), vindo abrir

num orificio localizado na sua superficie (setas=por¢éo alveolar da glandulas de Bowman).

2.1.3 Aspectos evolutivos

A area da superficie da mucosa olfactiva ou o volume do bulbo olfactivo tém
sido usados para interpretar diferencas na sensibilidade olfactiva entre as
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diferentes espécies e para designa-las de macrosmaticas ou microsmaticas
(Smith e Bhatnagar 2004). OS seres humanos sao considerados microsmaticos
porque o0s seus bulbos olfactivos sé@o proporcionalmente menores (Smith,
Bhatnagar, Tuladhar et al. 2004) € as regides das fossas nasais que estdo
recobertas por neuroepitélio olfactivo tém proporcionalmente uma area
menor nos homens e nos outros primatas em compara¢cdo com outros
mamiferos, particularmente 0s carnivoros (Negus 1958; Le Gros_Clark 1959). A
regressao olfactiva € um processo evolutivo que pode ainda ser exagerado
pela elaboracdo de outras por¢cdes do cérebro (vartin 1990), € 0S primatas em
geral tém sido considerados microsmatas com uma énfase concomitante no

sentido da visao (zhang e Webb 2003).

Na realidade, € o numero e a capacidade das células receptoras olfactivas
por unidade de area e ndo a area da superficie da mucosa olfactiva
considerada isoladamente que determina a acuidade do sentido do olfacto
(Ankel-Simons 2000). Outras particularidades anatomicas das fossas nasais e
outras variaveis fisicas sdo igualmente importantes na capacidade olfactiva.
Foi demonstrado que a configuracdo anatomica das fossas nasais afecta o
fluxo do ar na regido olfactiva, e, como ja foi mencionado anteriormente,
apenas 10 a 15% do ar que entre pelas narinas alcanc¢a na realidade a fenda
olfactiva (Hahn, Scherer e Mozell 1993; Keyhani, Scherer e Mozell 1995; Keyhani, Scherer e Mozell

1997; Hornung 2006).

Muitos dos aspectos anatdémicos ou fisioldgicos do sistema olfactivo
reflectem aspectos evolutivos. As estruturas designadas de etmoidoturbinais,
que correspondem ao corneto médio e superior, assim como 0S espacos
situados no interior do recessus cupularis (fenda olfactiva) sdo geralmente
interpretados como adaptacdes que sobrevieram para aumentar a area de

superficie da mucosa olfactiva (Negus 1958; Moore 1981; Koppe, Nagai e Alt 1999).

2.1.4 Homeostase neuronal olfactiva

Os neurdnios bipolares do sistema olfactivo estédo directamente expostos ao

meio exterior, o que facilita a transdugéo olfactiva mas torna estas células
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vulneraveis ao dano induzido por agentes inflamatérios, infecciosos e

quimicos (Robinson, Conley, Shinners et al. 2002).

Como um mecanismo adaptativo para contrariar esse dano, o0 epitélio
olfactivo dos mamiferos mantém uma capacidade regenerativa
impressionante mesmo na idade adulta, e as células basais progenitoras ddo
origem a neurdnios imaturos que depois se diferenciam elaborando
dendritos ciliados que se dirigem para a superficie e axonios que vao crescer
até ao bulbo olfactivo (Graziadei e Monti Graziadei 1983; Schwob, Szumowski e Stasky 1992;

Calof, Mumm, Rim et al. 1998).

O balanco entre a perda de neurdnios olfactivos e a regeneracao foi
designado de homeostase neuronal olfactiva e € responsavel pela
manutencdo de um numero adequado de células receptoras olfactivas,

necessario para o sentido do olfacto (Holcomb, Graham e Calof 1996).

A morte celular, que resulta primariamente da apoptose (ou morte celular
programada) pode ocorrer mesmo na auséncia de doenca Obvia, ou pode
ser influenciada ou iniciada por uma variedade de factores que incluem o
estado nutricional e alteragbes hormonais, a idade, infec¢des virais ou
bacterianas (sinusite), toxinas, radiacdo, citoquinas ou a auséncia de
factores troficos importantes (Farbman 1990; Nakagawa, Aiba, Shiotani et al. 1996; Ge,
Tsukatani, Nishimura et al. 2002; Robinson, Conley, Shinners et al. 2002). De igual forma
outros factores ambienciais agressivos derivados da cultura humana, como a
exposicao ao fumo do tabaco, a poluigéo industrial, ocupacional ou do ar em
geral podem sobrelevar os mecanismos de sobrevivéncia das células
nervosas olfactivas e ser lesivos ou destrutivos (Halpern 1982; Vent, Robinson,

Gentry-Nielsen et al. 2004).

A homeostase neuronal olfactiva também influencia a distribuicdo anatémica
exacta e a area recoberta pela mucosa olfactiva, em cada individuo e em
cada momento. E possivel que este processo explique o facto de que, no
adulto, se possam documentar manchas de epitélio respiratério em areas
gue no feto humano se observava uma distribuicdo mais uniforme do epitélio
olfactivo (Naessen 1970; Nakashima, Kimmelman e Snow 1984; Morrison e Costanzo 1990)

(Figura 2.6).
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Fig. 2.6 Imagem original de microscopia 6ptica do neuroepitélio olfactivo de um feto (amostra de
cadaver, Coloragéo de Lugol, ampliag&o original de 400X). O neuroepitélio da mucosa olfactiva do feto
€ mais uniforme e espesso do que no adulto (observam-se as células basais na zona delimitada entre

as marcas amarelas).

Apesar de que a teoria mais preponderante seja a de que estas manchas de
epitélio respiratorio representam uma substituicdo ou “invasdo” da area
olfactiva devido a perda das células neuronais e basais progenitoras por

alguma forma de agressdo epitelial ou pelo processo de envelhecimento

(Nakashima, Kimmelman e Snow 1984; Trojanowski, Newman, Hill et al. 1991; Moran, Jafek, Eller et
al. 1992; Paik, Lehman, Seiden et al. 1992; Schwob, Youngentob e Mezza 1995; Jang, Youngentob e

Schwob 2003; Holbrook, Leopold e Schwob 2005), € também possivel que as manchas
de epitélio respiratério resultem igualmente da “invasao” ou subtituicdo de
areas de epitélio respiratério por epitélio olfactivo nas areas vizinhas (Feron,

Perry, McGrath et al. 1998).

2.1.5 Localizagé&o e distribuicdo da mucosa olfactiva

A mucosa olfactiva humana constitui provavelmente 1,25% da mucosa
nasal, ocupando 2 cm? da porcdo superior da cavidade nasal e recobrindo
0os 10 mm da porcao superior do septo, a lamina crivosa e a por¢cdo medial
do corneto superior (Williams e Warnick 1975; Jafek, Johnson, Eller et al. 1997; Hadley, Orlandi

e Fong 2004). Outras estimativas teéricas que ja foram apontadas sdo o

58



nimero e a densidade dos neurénios bipolares olfactivos: 6 a 20 X 10° e
30.000/mm?, respectivamente (Moran, Rowley, Jafek et al. 1982; Hadley, Orlandi e Fong

2004).

Em 1892, von Brunn fez medi¢cdes na area olfactiva em dois casos post-
morten, revelando areas de 307 e 238 mm?, respectivamente (Caso 1: 133
mm? no septo e 174 mm? na parede lateral; Caso 2: 99 mm? no septo e 139
mm? na parede lateral) (von Brunn 1892). Na figura retratada por Lang baseada
nas medi¢cdes de von Brunn reconhece-se que a regido olfactiva se estende
para uma posicao inferior ao plano do ésteo do seio esfenoidal e se distribui
em areas do corneto médio (Lang 1989), contradizendo a assumpcao por vezes
referida de que a mucosa olfactiva na parede lateral apenas ocupa o corneto

superior.

Muitos outros estudos subsequentes reconhecem também que a mucosa
olfactiva tem wuma distribuicio mais inferior e anterior do que o

tradicionalmente admitido (Moran, Rowley, Jafek et al. 1982; Paik, Lehman, Seiden et al.

1992; Restrepo, Okada, Teeter et al. 1993; Rawson, Brand, Cowart et al. 1995; Thurauf, Gjuric, Kobal
et al. 1996; Rawson, Gomez, Cowart et al. 1997; Feron, Perry, McGrath et al. 1998; Jones e Rog
1998; Gomez, Rawson, Hahn et al. 2000; Leopold, Hummel, Schwob et al. 2000; Jafek, Murrow,
Michaels et al. 2002; Lane, Gomez, Dankulich et al. 2002; Perry, Mackay-Sim, Feron et al. 2002;
Rawson e Gomez 2002; Menco e Morrison 2003; Bianco, Perry, Harkin et al. 2004; Hadley, Orlandi e

Fong 2004; Lima, Pratas-Vital, Escada et al. 2006; Choi, Li, Law et al. 2008). Num desses
estudos, Leopold et al. usou a electro-olfactografia e bidpsias localizadas,
para identificar a presenca de mucosa olfactiva junto a insercédo anterior do
corneto médio e anteriormente a essa insercao, quer na parede medial, quer
na parede lateral da fossa nasal (Leopold, Hummel, Schwob et al. 2000). Restrepo et
al. colheram neurdnios receptores olfactivos em bidpsias realizadas no septo
oposto a porcao superior do corneto médio (Restrepo, Okada, Teeter et al. 1993), €
Féron et al. demonstraram epitélio olfactivo distribuido em areas do corneto
médio em mais de 50% de 71 especimenes de biopsia colhidos de
voluntarios saudaveis (Feron, Perry, McGrath et al. 1998). Resultados similares foram
demonstrados por Rawson et al. que obtiveram neurdnios olfactivos
identificaveis morfologicamente em bidpsias realizadas no septo nasal
oposto a porcéo superior do corneto meédio e no corneto meédio propriamente

dito (Rawson, Brand, Cowart et al. 1995). OS mesmos autores verificaram que, quer
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as bidpsias obtidas na metade superior do corneto médio e no septo
confrontante, quer as obtidas na metade inferior do corneto médio, eram
capazes de produzir, na maior parte dos especimenes, neuronios olfactivos
responsivos as substancias odorantes (Rawson, Gomez, Cowart et al. 1997). Estudos
imunoquimicos realizados por Nibu et al. também confirmaram que a
mucosa olfactiva se estende sobre uma &area mais extensa do que
previamente descrito, estando presente no epitélio de revestimento da
porcdo mais inferior da parede medial dos cornetos meédios (Nibu, Li, Zhang et al.

1999).

Biedlingmaier et al. ndo encontraram células olfactivas no tecido superficial
dos cornetos meédios parcialmente removidos em doentes submetidos a
cirurgia endoscoépica naso-sinusal (Biedlingmaier, Whelan, Zoarski et al. 1996), todavia
os resultados podem ser explicados pelas altera¢des patologicas da mucosa

olfactiva induzidas pela doenca inflamatoria (kern 2000).

Com base nestes estudos, pode afirmar-se que a mucosa olfactiva esta
localizada na porcdo superior das fossas nasais: na regido da lamina
crivosa, na porcédo superior do septo nasal, na porcdo medial do corneto
superior e em zonas da superficie medial do corneto médio (Li, Doty, Kennedy et

al. 2003).

2.1.6 Mapeamento da mucosa olfactiva

A maior parte dos estudos realizados para estudar e identificar a mucosa
olfactiva nos seres humanos basearam-se na realizacdo de biopsias. A
utilizacdo de endoscopios com este proposito foi introduzida em 1992 (Lovell,
Jafek, Moran et al. 1982) e, depois de demonstrada a seguranca e os bons
resultados da biopia endoscopica (Lanza, Moran, Doty et al. 1993; Lanza, Deems, Doty et
al. 1994), esta passou a ser considerada a técnica de eleicdo para obter

amostras destinadas ao estudo morfolégico da mucosa olfactiva.

Curiosamente, foram os proprios autores que desenvolveram e validaram a
técnica da biopsia endoscoépica da mucosa olfactiva que reconheceram, logo
nessa altura, a sua insuficiéncia para concretizar estudos destinados ao

mapeamento da mucosa olfactiva nas fossas nasais (Lanza, Deems, Doty et al.
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1994). De acordo com estes autores, a distribuicdo exacta da mucosa
olfactiva nas fossas nasais sO poderia ser realizada em estudos cadaveéricos,
pois s6 assim seria possivel, por motivos técnicos e por razdes éticas, a
analise de quantidades maiores de tecido ou de pecas anatdmicas que

incluissem uma parte maior ou a totalidade da regido olfactiva.

Os Unicos estudos publicados até a data sobre o mapeamento da regido
olfactiva, nos quais se utilizaram pecas anatdmicas de cadaver constituidas
por areas mais extensas da regido, foram realizados por Paik et al. e por
Nibu et al. (Paik, Lehman, Seiden et al. 1992; Nibu, Li, Zhang et al. 1999). Em ambos os
estudos a colheita da peca anatomica foi realizada por abordagem
intracraniana, apos craniotomia e remocao do encéfalo e da dura-mater. Os
espécimens incluiam a lamina crivosa, 0 septo nasal e os cornetos médio e

superior, e foram removidos em bloco utilizando serras circulares.

No primeiro estudo foram colhidos 12 espécimens mas s6 em 3 deles o
epitélio foi mantido preservado e pdde ser analisado. Os dadores eram
individuos sem antecedentes ou presenca de patologia naso-sinusal, com
34, 57 e 82 anos de idade, sendo o ultimo do sexo feminino. A técnica
utiizada para a visualizacdo da mucosa olfactiva (neuroepitélio) foi a
microscopia Optica dos cortes impregnados com prata pelo método de
Bodian. Os critérios para a sua identificagdo foram a presenca dos dendritos
das células bipolares (vesiculas olfactivas) e a auséncia de cilios
respiratérios. Os resultados foram a identificacdo de mucosa olfactiva em
todos os 3 especimens, numa extensao vertical média da regido olfactiva (a
partir da lamina crivosa) de 14,3 mm. A presenca de areas de epitélio
respiratério no meio do neuroepitélio olfactivo foi identificada, mas s6 de
forma assinalavel no individuo com 82 anos de idade (Paik, Lehman, Seiden et al.
1992).

No segundo estudo, cujo propdsito principal era investigar a neurogénese no
neuroepitélio olfactivo, os 2 espécimens cadavéricos utilizados foram obtidos
menos de 24 horas ap6s o falecimento. Nao foram indicados dados
demograficos ou clinicos dos dadores. A identificacdo da mucosa olfactiva
foi realizada utilizando-se técnicas de imunohistoquimica com anticorpos que

marcam o0 neuroepitélio olfactivo. Os resultados permitiram concluir que a
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mucosa olfactiva se estendia mais inferiormente do que o previamente
estabelecido, incluindo na sua area de distribuicdo a por¢cdo mais inferior do

corneto médio (Nibu, Li, Zhang et al. 1999).

Os diferentes meétodos que tém sido utilizados para a identificacdo da
mucosa olfactiva humana nas amostras recolhidas por biopsia de dadores
vivos incluem a microscopia Optica, a microscopia electronica de

transmissao e técnicas de imunohistoquimica (Hempstead e Morgan 1985; Hempstead
e Morgan 1985; Nakashima, Kimmelman e Snow 1985; Nakashima, Kimmelman e Snow 1985; Spicer

1993; Jafek, Johnson, Eller et al. 1997). No cadaver, todavia, a microscopia
electronica e a imunohistoquimica parecem ser prejudicadas pela
degenerescéncia das proteinas e do tecido neural do neuroepitélio olfactivo
que ocorre desde as primeiras horas apds o falecimento (Graziadei 1973; Jafek
1983; Paik, Lehman, Seiden et al. 1992; Kim, Choi, Kim et al. 2003; Pinna 2008). O estudo de
Nibu et al. utilizou marcadores imunolégicos mas sé foram utilizados
espécimens de 2 individuos e as colheitas foram realizada menos de 24
horas apds o falecimento, condicdo essa que é dificil de ser cumprida na
maior parte das colheitas realizadas no cadaver.

Por todas estas razbes e até a data actual, a microscopia Optica
convencional é a técnica que € considerada a mais adequada para a
identificacdo da mucosa olfactiva e para a sua diferenciagdo da mucosa

respiratoria nos espécimens cadavéricos.

2.1.7 Identificacdo da mucosa olfactiva por microscopia éptica

A diferenciacdo entre a mucosa olfactiva e a mucosa respiratéria, pela
microscopia Optica, s6 foi desenvolvida num numero muito reduzido de
publicagdes (Polyzonis, Kafandaris, Gigis et al. 1979; Schwob, Szumowski, Leopold et al. 1993;
Lee, Lim, Lee et al. 2000; Kim, Choi, Kim et al. 2003). A mais importante delas foi
realizada por Robert Kern, um otorrinolaringologista de Chicago, na sua tese
de candidatura a Sociedade Americana de Laringologia, Rinologia e Otologia
(Triological Society) em 2000, na qual foram investigadas as alteragdes

patolégicas na mucosa olfactiva nos doentes com sinusite crénica (Kern 2000).

62



De acordo com este autor, os critérios para diferenciar a mucosa olfactiva da

mucosa respiratoria pela microscopia Optica sado os seguintes (Quadro 2.1).

Quadro 2.1 Diferenciacao histologica entre mucosa olfactiva e respiratoria

Mucosa olfactiva Mucosa respiratéria
Epitélio pseudoestratificado Epitélio pseudoestratificado
Sem células caliciformes Com células caliciformes
Membrana basal fina Membrana basal espessa
Cilios irregulares Cilios regulares
Lamina prépria celular Lamina prépria vascular
Feixes nervosos grandes e numerosos Raros feixes nervosos

Uma contribuicdo importante para a definicdo destes critérios, de acordo
com Kern, foi a do tratado de patologia da area otorrinolaringoldgica “Atlas of
otolaryngic pathology”, publicado em 1956 por autores do prestigiado
“Instituto de Patologia das Forcas Armadas”, de Washington, EUA (Ash e Raum

1956) e considerado ainda hoje como seminal (Fechner 2002).

Outros autores, como Pinna (2008) tentaram criar uma escala para a
identificacdo positiva da mucosa olfactiva a partir da verificacdo de um
namero minimo de entre uma série de critérios, que incluiam os que foram
propostos por Kern, e ainda outros, baseados na marcacdo imunoldgica
(Pinna 2008). Apesar do seu caracter objectivo, resultante da quantificacéo, a
escala proposta tinha o inconveniente de ndo ponderar o valor diagnostico
diferente dos varios critérios enumerados. Por exemplo, as caracteriticas da
lamina propria sdo importantes mas a observacdo directa das células
sensoriais € mais importante. Na verdade, como bem enunciado por Paik et
al., a identificacdo da mucosa olfactiva normal deve ser realizada pela
identificacdo positiva das células bipolares, que pode ser verificada pela
observacéo da sua extremidade dendritica — a vesicula olfactiva; por outro
lado, a identificagdo da mucosa respiratoria deve ser realizada pela

identificacdo positiva da caracteristica mais distintiva das células
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respiratorias epiteliais — os cilios longos, regulares e uniformemente

distribuidos na superficie epitelial das células (Paik, Lehman, Seiden et al. 1992).
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2.2 OBJECTIVOS

Avaliar a distribuicdo da mucosa olfactiva humana nas fossas nasais, a partir
do estudo histolégico por microscopia éptica de pecas anatdmicas da regido

olfactiva obtidas do cadaver.
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2.3 METODOS

As pecas anatodmicas da regido olfactiva foram seleccionadas de entre as
existentes no banco de pecas anatomicas humanas da Unidade Funcional
de Neuropatologia do Hospital de Egas Moniz, Centro Hospitalar de Lisboa
Ocidental (Responsavel: Dr. Carlos Lima). Os estudos patolégicos foram
realizados na Unidade de Microcirurgia e na Unidade Funcional de
Neuropatologia do Hospital de Egas Moniz, Centro Hospitalar de Lisboa
Ocidental.

2.3.1 Colheita das pecas anatdOmicas da regido olfactiva

As pecas foram recolhidas durante a autépsia clinica ou médico-legal
realizada em cadaveres recentes, para investigar morfologicamente a
mucosa olfactiva em estudos futuros. A colheita das pecas foi precedida de
todas as autorizacdes institucionais necessarias, no cumprimento da
legislacdo existente a data da sua realizacdo. A maioria das pecas foi obtida

pelo Dr. Carlos Lima no periodo de tempo entre 1987 e 1994.

A técnica utilizada para a colheita das pecas anatomicas da regiao olfactiva
foi a seguinte: a colheita foi realizada por abordagem intracraniana. A face
superior do andar anterior da base do cranio foi exposta ap6s craniotomia e
remocao do encéfalo e da dura-méater e seccao dos bulbos olfactivos. A peca
incluiu a base do cranio e as estruturas nasais incluidas nas seguintes linhas
de corte, realizadas com serras circulares: anteriormente, o corte foi
realizado adiante do limite anterior da lamina crivosa e da apofise crista gali;
posteriormente, o corte foi realizado imediatamente atrds do limite posterior
da lamina crivosa no limite anterior do planum esfenoidal; lateralmente, os
cortes foram realizados um centimetro para fora do limite lateral da lamina
crivosa, de forma a incluir na peca toda a insercdo dos cornetos médio e

superior na base do cranio.

As pecas foram fixadas durante vérios dias numa solu¢do tamponada de
aldeido formico a 10% e depois colocadas durante 24 horas numa solucéo
descalcificante. Depois de desidratadas foram incluidas em parafina e

guardadas. Além do arquivo constituido pelos blocos parafinados com as
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pecas anatomicas, o banco de pecas anatdmicas possui ainda um registo
informatizado das caracteristicas dos dadores, com o0s respectivos dados
demograficos e histéria clinica, num ficheiro da base de dados Microsoft

Works para Windows®, versao 2.0.

2.3.2 Critérios de seleccao das pecas anatémicas

Numa primeira fase, consultaram-se 0s registos das caracteristicas clinicas
dos dadores das pecas anatomicas, de forma a excluir todos aqueles em
gue se conhecessem afeccdes potencialmente indutoras de perturbagfes do
olfacto ou de alteracdes patoldgicas do neuroepitélio olfactivo (Quadro 2.1)

(Doty 1991; Jafek, Eller, Jonhson et al. 1997; Seiden 1997; Jones e Rog 1998; Doty e Mishra 2001,
Nordin e Bramerson 2008). O critério de exclusdo baseado na idade baseou-se no
pressuposto e nas evidéncias estabelecidas de que a mucosa olfactiva &

gradualmente substituida por mucosa respiratdria ao longo da idade (Naessen
1971; Doty, Shaman, Applebaum et al. 1984; Nakashima, Kimmelman e Snow 1984; Paik, Lehman,
Seiden et al. 1992; Robinson, Conley, Shinners et al. 2002).

Quadro 2.2 Critérios de exclusdo das pecas anatomicas

Perturbagao conhecida do olfacto
Rinite e rinosinusite
Traumatismo nasal ou craniano
Tumores ou cirurgias nasais
Idade superior a 50 anos

Doencas neurodegenerativas

2.3.3 Processamento e observacao das laminas

Os blocos parafinados foram cortados em 3 localizacdes diferentes: na
porcdo mais anterior; na porcdo média; e na por¢cdo mais posterior da peca.
Todos os cortes tinham 3um de espessura e foram realizados no sentido
tranversal do comprimento do bloco, tendo as laminas sido coradas pela

Hematoxilina-Eosina (H&E) e pelo Tricromico de Masson (TM).
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As laminas foram observadas utilizando-se um microscépio de microscopia
optica Olympus®, modelo CX40, com ampliagcdes de 40X, 100X, 200X, 400X
e 600X. Para o registo das imagens utilizou-se um microscopio Meiji®,
modelo MX5300H, com uma camara digital acoplada Deltapix® modelo

Infinity X com o sofware Deltapix Viewer Professional 1.7.

A primeira observagcdo das laminas, realizada em pequena ampliacao
(ampliacdo de 40X) destinou-se a comprovar a correcta orientacdo dos
cortes e a integridade da peca. Foi anda avaliada a qualidade da técnica
histoldgica, se necessario com amplicdes superiores. Todos os 3 cortes de
cada peca anatémica foram observados.

Foram seleccionadas as laminas que permitiram a identificacdo positiva da
regido olfactiva bilateralmente, pelo menos numa extensédo de 10 a 15 mm
abaixo da lamina crivosa. A identificacdo da regido olfactiva baseou-se na
visualizacdo dos seus acidentes anatdmicos mais importantes: |amina
crivosa; septo nasal; e corneto médio ou superior. A qualidade da técnica
histoldgica foi verificada por parametros como a agregacao da cromatina, a
reducdo do volume celular, a perda de contacto inter-celular e a perda de

resolucéo tissular no microscopio (Uraih e Maronpot 1990).

2.3.4 Andlise histolégica e morfométrica da regido olfactiva

A mucosa das 2 regides olfactivas (direita e esquerda) de cada lamina foi
observada microscopicamente em toda a sua extensédo, e caracterizada
como olfactiva ou respiratoria, de acordo com o0s critérios anteriormente
enunciados (Quadro 2.1) (kem 2000). Os critérios prevalecentes na
diferenciac@o entre a mucosa olfactiva e a respiratoria foram: a identificacéo
dos clilios irregulares ou da extremidade dendritica (vesicula olfactiva) das
células bipolares, para a mucosa olfactiva; e a observacdo dos cilios de
distribuicdo uniforme na superficie epitelial das células, para a mucosa

respiratoria.

Em cada observacéao foi determinada e registada a distancia entre a lamina
crivosa e o limite inferior da mucosa olfactiva - transicdo da mucosa olfactiva

para a mucosa respiratéria (Figuras 2.7 a 2.10) nas 2 paredes: medial (septo
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nasal) e lateral (corneto médio ou superior). As medi¢cdes foram realizadas
com o auxilio de uma escala milimétrica colocada sobre a lamina em baixa

ampliacao.

Tem de ser mencionado que os diferentes passos do processamento
histologico dos tecidos, em particular a parafinacao, reduzem as dimensodes
gue 0S mesmos apresentavam in Vivo (Denef, Cordier, Mesquita et al. 1979; Uraih e
Maronpot 1990; McLean e Prothero 1991; Sittel, Eckel, Sprinzl et al. 1997). NO que diz respeito
ao processamento da regido olfactiva, a magnitude dessa reducéo foi
estimada em cerca de 30% (Paik, Lehman, Seiden et al. 1992). NO nosso estudo
apresentaram-se os resultados sem nenhuma ponderacédo desses efeitos,
pelo que é necessario sublinhar que seria necessario acrescentar 30% aos
valores apresentados para que representassem uma medida mais real da

extensao da mucosa olfactiva no individuo vivo.

Fig. 2.7 Imagem original de microscopia éptica da mucosa da regido olfactiva (amostra de cadaver,
Tricromico de Masson, ampliacéo original de 400X). Observa-se neste caso uma transi¢ao nitida entre
a mucosa olfactiva e a mucosa respiratoria (seta vermelha). O epitélio olfactivo ém é identificavel pela
sua caracteristica distintiva mais importante, a presenca de cilios irregulares e vesiculas dendriticas,
contrastando com o epitélio respiratdrio, que apresenta maior densidade de cilios uniformes e
paralelos. Outro aspecto muito caracteristico na diferenciacdo entre a mucosa olfactiva e a mucosa
respiratoria € a membrana basal, muito espessa na mucosa respiratdria (barra amarela) e fina na
mucosa olfactiva (seta amarela) (MO=mucosa olfactiva; MR=mucosa respiratdria).
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Fig. 2.8 Imagem original de microscopia Optica da mucosa da regido olfactiva (amostra de cadaver,
Tricromico de Masson, ampliacdo original de 400X). Apesar de ambos os tipos de mucosa: olfactiva e
respiratéria, terem um aspecto pseudoestratificado, este é mais nitido no epitélio olfactivo, com maior
abundancia de nicleos na por¢cdo mais profunda do epitélio (seta amarela) (MO=mucosa olfactiva;
MR=mucosa respiratoria).

Fig. 2.9 Imagem original de microscopia 6ptica da mucosa olfactiva (amostra de cadaver, Tricromico
de Masson, ampliagdo original de 400X). Outra das caracteristicas distintivas da mucosa olfactiva é a
presenca de nervos abundantes na lamina propria, neste caso da porgdo septal da regido (LP=lamina

propria da mucosa olfactiva; setas=nervos na lamina propria).
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Fig. 2.10 Imagem original de microscopia Optica da mucosa respiratéria da face lateral do corneto
superior (amostra de cadaver, Tricromico de Masson, ampliacdo original de 200X). As células
caliciformes (goblet cells), células epiteliais glandulares simples que segregam muco, identificaveis
nesta coloracdo pela sua cor clara (setas amarelas), sdo uma caracteristica distintiva da muucosa
respiratéria, que ndo se observa na mucosa olfactiva (MR=mucosa respiratoria).

2.3.5 Morfologia das paredes septal e turbinal da regido olfactiva

Nos estudos exploratérios realizados em dissec¢édo de cadaver, verificou-se
que a mucosa olfactiva é facilmente dissecavel na parede medial ou septal,
através da realizacdo de um tunel submucoperiosteal. Pelo contrario, na
parede lateral ou turbinal encontraram-se muitas aderéncias fibrosas entre a
superficie mais profunda da lamina propria e o 0sso rugoso da superficie do
corneto; a separacdo dessas aderéncias e a disseccdo da mucosa levou a
laceracdo da mucosa, a fractura do osso do corneto e a provavel
contaminacdo dos espécimes com a mucosa da face contréria (lateral) dos

cornetos (médio ou superior), que é mucosa respiratoria.

Do ponto de vista dos objectivos das investigacdes, relacionados com a
intencdo de localizar e colher uma por¢cdo da mucosa olfactiva com
seguranca e um minimo de morbilidade, era importante confirmar que
existiam razdes anatémicas para seleccionar a mucosa olfactiva da parede
septal como o local da colheita a ser realizada por técnica endoscopica. Por
essa razao, a observacao das laminas focalizou também as diferencas entre
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as paredes septal e turbinal da regido olfactiva, incidindo nos seguintes
aspectos (Quadro 2.3).

Quadro 2.3 Comparacgédo entre a parede septal e a turbinal

Estrutura e superficie do osso
Constituigdo da por¢éo mais profunda da lamina prépria (periésteo)

Interface entre o 0sso e a lamina prépria

2.3.6 Imagens utilizadas

Todas as imagens utilizadas em todas as seccdes deste capitulo da
dissertacdo, incluido a introducdo, foram obtidas e preparadas
especificamente para o fim em questdo a partir dos especimens existentes
no banco de pecas anatomicas humanas da Unidade Funcional de
Neuropatologia do Hospital de Egas Moniz, Centro Hospitalar de Lisboa
Ocidental.
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2.4. RESULTADOS

2.4.1 Banco de pecas anatoOmicas da regido olfactiva

O banco de pecas anatdmicas da Unidade de Neuropatologia do Hospital de
Egas Moniz tem 230 pecas anatémicas da regido olfactiva resenceadas, que
estdo fixadas e incluidas em blocos de parafina.

2.4.2 Seleccao das pecas anatomicas

Das 230 pecas anatdémicas identificadas, selecionaram-se 52. Os motivos de
exclusdo das restantes 178 pecas estdo indicados no Quadro 2.4. SO estao
indicadas na linha correpondente a exclusdo pelo critério da idade as pecas

gue néo tinham sido excluidas pelos outros critérios.

Quadro 2.4 Pegas excluidas por patologias

Inexisténcia de dados demogréficos ou clinicos 18
InfecgBes generalizadas do SNC (inclui HIV) 86
Doencas neurodegenerativas 40
Idade superior a 50 anos 21
Rinite ou sinusite 13

Total 178

2.4.3 Identificacao positiva da regido olfactiva

Das 52 pecas anatomicas seleccionadas, cortadas e coradas, foram ainda
excluidas 39 apos a observacdo das laminas em baixa ampliacdo e a
repeticdo dos cortes para reconfirmacdo dos critérios de exclusdo. Os
resultados desta fase do estudo estdo indicados no quadro correspondente
(Quadro 2.5). No final foram selecccionadas 13 pecas anatomicas
consideradas adequadas para o mapeamento da mucosa olfactiva em cortes

histol6gicos seriados.
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Quadro 2.5 Pecas excluidas por patologias

Peca de dimensé&o insuficiente 18
Corte incorrecto 16
Técnica histolégica incorrecta 5

Total 39

2.4.4 Anédlise histologico-morfométrica da regido olfactiva

Os gquadros 2.6 e 2.7 resumem 0 conjunto de todas as observacdes e
determinacdes realizadas, estando indicados o sexo e a idade do individuo a
que correspondia o espécimen avaliado. Foram registadas separadamente
as determinacdes realizadas na parede medial (septo nasal) (Quadro 2.6) e
na parede lateral (cornetos) (Quadro 2.7). Foram feitas 2 determinacdes por
lamina em cada uma das paredes, uma vez que a mesma lamina incluia as

regides olfactivas de ambas as fossas nasais.

Em 59% das determinacdes realizadas na parede septal e em 62% das
determinacdes realizadas na parede turbinal da regido olfactiova, o limite da
peca observavel na lamina era constituido por mucosa olfactiva e portanto
ndo incluia a transicdo da mucosa olfactiva para a mucosa respiratéria.
Nesses casos registou-se o limite maximo da mucosa olfactiva incluido na

peca e assinalou-se essa medi¢do pelo respectivo valor precedido do sinal

>

Em 13% das determinacdes realizadas na parede septal e em 18% das
determinacdes realizadas na parede turbinal da regiéo olfactiva observaram-
se alteragBes da mucosa, e em particular do epitélio, que ndo permitiram
uma identificagéo conclusiva da mucosa de revestimento. Esses casos estao

assinalados no quadro por uma célula vazia (“missing value”).
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Quadro 2.6 Distancia entre a lamina crivosa e o limite inferior da mucosa

olfactiva na parede medial da regiéo (septo nasal)

Sexo e idade

M

Média e desvio-padréo:

29

45

27

42

27

39

37

26

18

38

39

29

28

n:

Minimo:

Maximo:

Regiédo anterior

Regido média

Regido posterior

213 213
221 221
213 12
221 20
13 16
15 216
19 221
212
213 213
216 15
214 214
16 218

23

15,943,2
12
221

14

17

16

12

13

217

17
222
24
16+2,8

12

O limite

inferior da mucosa olfactiva no septo nasal,

determinado

histologicamente a partir da posicdo da lamina crivosa, foi encontrado em

média a 15,9+3,2 mm na por¢cdo mais anterior da regido olfactiva, a 15,313

mm na porcdo média da regido olfactiva e a 16+2,8 mm na por¢cdo mais

posterior da regido olfactiva. O valor minimo observado na distancia entre a

base do cranio e a transicdo da mucosa olfactiva para a mucosa respiratéria

(12 mm) so foi registado em 4 observacdes (5% das determinacdes).

75



Quadro 2.7 Distancia entre a lamina crivosa e o limite inferior da mucosa

olfactiva na parede lateral da regido (cornetos)

Sexo e idade Regiédo anterior Regido média Regido posterior
M 29 216 213 212 215 211 29
M 45 214 216 214 213 212 211
M 27 216 217 - 214 214
M 42 - 12 14 13 212 210
M 27 214 213 17 216
M 39 15 216 - 213 12
F 37 214 216 215 214 211 213
M 26 19 217 217 16 212 214
F 18 213 - 15 - - 212
M 38 15 213 - 211 218 14
M 39 - 15 12 15 212
M 29 218 222 214 216 - 211
M 28 212 16 221 19 213 213

n: 23 22 19

Média e desvio-padréo: 15,3+2,4 14,8+2,3 12,3+1,9
Minimo: 12 211 29
Méaximo: 222 221 218

O limite inferior da mucosa olfactiva nos cornetos médio e superior,
determinado histologicamente a partir da posicdo da lamina crivosa, foi
encontrado em média a 15,3+2,4 mm na por¢cdo mais anterior da regido
olfactiva, a 14,8+2,3 mm na por¢do média da regido olfactiva e a 12,3+1,9

mm na porgao mais posterior da regido olfactiva.

Para os calculos dos valores médios da distribuicdo da mucosa olfactiva
foram usadas as determinacdes reais da verificacdo histologica da transicao
entre a mucosa olfactiva e a respiratéria, nos casos em que foi possivel, e o

limite observavel da pec¢a que incluia mucosa olfactiva, nos restantes casos.
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2.4.5 Paredes septal e turbinal da regiéo olfactiva

Os estudos histologicos demonstraram diferengas importantes entre a
parede septal e a parede turbinal da regido olfactiva: na constituicdo da
parede 6ssea, na superficie profunda da lamina propria e na interface entre

estas 2 superficies.

No lado septal, observou-se que o osso (lamina perpendicular do etmdide)
era muito mais compacto e apresentava uma superficie lisa ao longo de toda
a sua extensdo. O periésteo era espesso e constituido por fibras de

colagéneo paralelas a superficie do osso (Figura 2.11).

Fig. 2.11 Imagem original de microscopia éptica da parede septal da regido olfactiva (Tricrémico de
Masson, ampliacéo original de 200X). O periosteo era espesso e constituido por fibras paralelas, o
0sso compacto e liso e a linha de demarcacao entre as 2 estruturas era regular (MO=mucosa olfactiva;

setas=parte mais profunda da lamina prépria).

No lado turbinal, verificou-se que o 0sso (corneto superior, neste caso) tinha
areas compactas e areas lacunares, era de espessura variavel, com muitas
irregularidades na configuragdo e superficie. O periésteo tinha uma
morfologia variavel, sendo espesso e fortemente aderente em algumas

zonas e fino, laxo e pouco aderente em outras (Figura 2.12).
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Fig. 2.12 Imagem original de microscopia Optica da parede turbinal da regiéo olfactiva (Tricrémico de
Masson, ampliagdo original de 100X). O periosteo tinha uma espessura variavel, com zonas mais
espessas e aderentes a superficie rugosa do 0sso (setas amarela e verde) e zonas menos aderentes
(setas vermelhas). O osso tinha espessura variavel. No meio da imagem a separagdo entre a mucosa
olfactiva e a respiratoria era extremamente fina (MO=mucosa olfactiva; MR=mucosa respiratoria).

Outra demonstracdo das diferencas na unido entre a superficie do septo ou
do corneto e a face profunda da lamina prépria da mucosa olfactiva, foi o
achado muito mais frequente de artefactos resultantes da preparacao

histoldgica na primeira estrutura (Figura 2.13 a e b).

Fig. 2.13 Imagens originais de microscopia Optica das paredes septal (a) e turbinal (b) da regido
olfactiva (Tricromico de Masson, ampliacdo original de 100X). Observaram-se mais artefactos de
descolamento dos tecidos no septo nasal do que nos cornetos (setas=separacdo artefactual da

mucosa olfactiva).
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2.5. DISCUSSAO

2.5.1 Resumo geral dos resultados

Os estudos histolégicos e morfométricos realizados demonstram que a
extensdo da mucosa olfactiva na regido olfactiva das fossas nasais €
importante, ocupando uma é&rea consideravel das suas paredes lateral

(corneto médio e superior) e medial (septo nasal).

A parede medial da regido olfactiva é mais importante para o propésito do
estudo, por ter caracteristicas mais favoraveis a dissec¢do atraumética da
mucosa por um plano submucoperiosteal (face profunda da lamina prépria).
Nesta parede, o limite inferior da mucosa olfactiva no septo nasal foi
encontrado em média a 15,9+3,2 mm, 15,3+3 mm e 16+2,8 mm da base do
cranio, respectivamente na por¢cado mais anterior, média e posterior da regido

olfactiva.

Estes valores demonstram que a mucosa olfactiva se estende, na face
medial da regido, a um nivel inferior ao do plano definido pela posi¢do do
Osteo esfenoidal, uma vez que esta estrutura esta situada a 10,3+4,3 mm da
base do cranio (im, Kim, Kang et al. 2001). E importante mencionar que o estudo
morfométrico de Kim et al. que definiu a posicdo do 6steo esfenoidal tem
grande validade, pois utilizou 100 pecas anatomicas (cabecas)
seleccionadas aleatoriamente. Por outro lado, as suas medi¢bes sao
comparaveis com as dos propésitos do nosso estudo, pois as determinacgdes
da posicdo do Osteo esfenoidal foram realizadas a partir do seu limite

inferior.

N&o é indiferente ainda referir que 59% das determinac6es que contribuiram
para a média no nosso estudo estavam subavaliadas, por dimenséo
insuficiente da peca anatomica. Por outro lado, o valor minimo observado na
distancia entre a base do cranio e a transicdo da mucosa olfactiva para a
mucosa respiratoria (12 mm) so foi registado em 4 observacoes (5% das

determinacgdes).

Por dltimo, os valores do nosso estudo estdo ainda subavaliados pela néo

aplicacdo, por nos assumida, do factor de correc¢do (30%) resultante da

79



necessidade de compensar os efeitos do processamento histolégico dos
tecidos quando se realizam estudos morfométricos (Paik, Lehman, Seiden et al.

1992).

2.5.2 Limitagdes do estudo

Apesar do desenho do estudo ter pretendido ultrapassar as limitacdes ja
antecipadas por outros autores nos estudos destinados ao mapeamento da
mucosa olfactiva, ao utilizar pecas anatémicas de cadaver (Lanza, Deems, Doty et

al. 1994), registaram-se apesar disso algumas dificuldades.

Em primeiro lugar, apesar do banco de pecas anatomicas da Unidade de
Neuropatologia do Hospital de Egas Moniz possuir um numero importante de
pecas anatOmicas, uma percentagem significativa das mesmas nao pode ser
utilizada: ou pela existéncia, nos dadores, de patologias ou outras condi¢des
potencialmente indutoras de alteragBes estruturais ou patologicas da
mucosa olfactiva; ou ainda pelo facto da colheita ndo ter preservado uma
parte importante, a mais inferior, da regido olfactiva. Isso deveu-se a técnica
de colheita das pecas anatdmicas, que nédo incluiu a seccao transnasal da
base do septo, passo que ja foi proposto por outros autores para a remogao
do “Orgdo olfactivo humano completo” (Nibu, Sasaki, Kawahara et al. 1998; Nibu, Li,
Zhang et al. 1999). Refira-se todavia que este gesto importante na colheita das
pecas nao foi considerado, uma vez que a constituicdo do banco de pecas
anatomicas precedeu a publicacdo dos trabalhos que o descreveram. Por
outro lado, os propdsitos originais da constituicdo do banco de pecas
anatoOmicas dirigiam-se a investigagdo das alteracbes estruturais
histopatoldégicas da mucosa olfactiva que podem ser observadas em
diferentes doencas, e ndo a realizacéo de estudos morfométricos, pelo que a
preocupacao com a completitude do 6rgao nao foi uma prioridade a data das

colheitas.

Pelo que foi dito, é razoavel afirmar que os resultados permitem validar uma
técnica de colheita da mucosa olfactiva que utilize o plano do Osteo

esfenoidal como o limite inferior da area da colheita, todavia o propdésito mais
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ambicioso de conhecer a distribuicdo real da mucosa olfactiva ou de mapear

a mucosa olfactiva na regido olfactiva e nas fossas nasais n&o foi alcangado.

Uma outra limitacdo do estudo foi a dificuldade, que foi observada, de obter
cortes com uma orientacdo anatomica ajustada ao proposito do estudo:
tranversal a peca anatomica, de forma a permitir a identificacdo dos
acidentes anatdmicos da regido e a determinacdo de medidas das distancias
verticais. O facto deveu-se a discrepancia entre a orientacdo da peca e a do
bloco, que por sua vez tera resultado da geometria variavel das varias pecas

obtidas do cadaver.

Por dultimo, a diminuicdo da qualidade histolégica de algumas das
preparacdes foi também uma limitacdo, pois prejudicou a identificacdo

correcta dos limites da mucosa olfactiva em algumas preparacoes.

2.5.3 Comparacdao dos resultados obtidos com os de outros estudos

Como ja foi mencionado, estudos pioneiros com mais de 100 anos e muitas
investigacdes subsequentes mais recentes, realizadas em particular nas
dltimas décadas, descreveram a area da mucosa olfactiva como
estendendo-se inferiormente ao plano do Osteo do seio esfenoidal e
distribuindo-se em regides mais inferiores e anteriores do que o previamente
estabelecido, incluindo areas mais inferiores do corneto médio, areas do
septo nasal confrontante e mesmo areas do septo nasal localizadas adiante

da insercdo anterior do cornneto médio (von Brunn 1892; Moran, Rowley, Jafek et al.

1982; Lang 1989; Paik, Lehman, Seiden et al. 1992; Restrepo, Okada, Teeter et al. 1993; Rawson,
Brand, Cowart et al. 1995; Thurauf, Gjuric, Kobal et al. 1996; Rawson, Gomez, Cowart et al. 1997,
Feron, Perry, McGrath et al. 1998; Jones e Rog 1998; Gomez, Rawson, Hahn et al. 2000; Leopold,
Hummel, Schwob et al. 2000; Jafek, Murrow, Michaels et al. 2002; Lane, Gomez, Dankulich et al.
2002; Perry, Mackay-Sim, Feron et al. 2002; Rawson e Gomez 2002; Menco e Morrison 2003; Bianco,
Perry, Harkin et al. 2004; Hadley, Orlandi e Fong 2004; Lima, Pratas-Vital, Escada et al. 2006; Choi, Li,

Law et al. 2008). Os resultados apresentados confirmam as indicagbes que
todos esses estudos faziam pressupor e ainda os resultados dos outros 2
estudos que foram mencionados e que utilizaram pecas anatdmicas de
cadaver no mapeamento da mucosa olfactiva (pPaik, Lehman, Seiden et al. 1992; Nibu,

Li, Zhang et al. 1999).
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2.5.4 Significado clinico dos resultados

Os resultados deste estudo foram determinantes para as nossas
investigacdes, pois confirmaram a presenca de mucosa olfactiva numa area
da regido olfactiva que pode ser reconhecida a partir da utlizacdo de
referéncias cirargicas identificaveis endoscopicamente, neste caso o 6steo

do seio esfenoidal.

Por outro lado, foi confirmado pela histologia que existem razdes
morfologicas para seleccionar a parede septal da regido olfactiva para a

colheita endoscépica da sua mucosa.

2.5.5 Conclusoes

O estudo histolégico das pecas anatomicas da regido olfactiva obtidas do
cadaver foi util para definir a area de distribuicdo da mucosa olfactiva

humana nas fossas nasais e o local de colheita da mucosa olfactiva.

Foram confirmados os resultados de muitos outros estudos disponiveis na
literatura, que indicavam que a mucosa olfactiva se estende mais

inferiormente do que o previamente estabelecido.

Foi confirmado que a superficie medial da regido olfactiva € anatomicamente

mais favoravel para a remocéo da mucosa olfactiva.
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CAPITULO 3

COLHEITA DE MUCOSA OLFACTIVA POR VIA
TRANSNASAL ENDOSCOPICA

DISSECCAO CADAVERICA E TECNICA CIRURGICA
PASSO A PASSO






3.1 INTRODUCAO

As células estaminais da mucosa olfactiva humana ja foram obtidas com

propésitos de investigacdo no campo da medicina regenerativa (Feron, Perry,

McGrath et al. 1998; Roisen, Klueber, Lu et al. 2001; Lane, Gomez, Dankulich et al. 2002; Klueber,
Roisen e Lu 2003; Bianco, Perry, Harkin et al. 2004; Zhang, Klueber, Guo et al. 2004; Hahn, Han,
Rawson et al. 2005; Marshall, Guo, Lu et al. 2005; Murrell, Feron, Wetzig et al. 2005; Winstead,
Marshall, Lu et al. 2005; Xiao, Klueber, Lu et al. 2005; Zhang, Cai, Klueber et al. 2005; Zhang, Cai,
Klueber et al. 2006; Zhang, Klueber, Guo et al. 2006; Xiao, Klueber, Zhou et al. 2007; Choi, Li, Law et

al. 2008; Murrell, Wetzig, Donnellan et al. 2008) € também ja foram utilizadas em
ensaios clinicos realizados em seres humanos (Feron, Perry, Cochrane et al.
2005; Mackay-Sim, Feron, Cochrane et al. 2008). Em todos esses estudos que foram
referenciados, contudo, o método que foi utilizado para a recolha das células
baseou-se na obtencdo de uma quantidade minima de tecido da mucosa

olfactiva por meio de biopsia.

No caso particular das nossas investigacdes, o método pressupde a recolha
de uma quantidade de mucosa olfactiva que seja suficiente para preencher a
solucéo de continuidade na medula espinal traumatizada. Em consequéncia,
depois de investigada a anatomia cirargica e a distribuicdo da mucosa
olfactiva nas fossas nasais, havia que conceber uma técnica cirargica,
original, destinada a recolher a mucosa olfactiva das fossas nasais em

quantidade suficiente para o propdsito do presente estudo.

Este capitulo descreve a técnica cirargica utilizada para a colheita da

mucosa olfactiva por via transnasal endoscépica.
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3.2 OBJECTIVOS

llustrar, em modelo anatdmico de cadaver, as referéncias anatdmicas e a
técnica cirdrgica utilizadas para a colheita de mucosa olfactiva por via

transnasal endoscopica.

Descrever a colheita da mucosa olfactiva a partir da experiéncia dos casos

cirdrgicos realizados.
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3.3. METODOS

3.3.1 Estudo em cadaver

Este estudo prospectivo foi realizado no Servico de Tanatologia (Patologia
Forense) da Delegacao de Lisboa do Instituto Nacional de Medicina Legal,
apos todas as formalidades e processo de seleccao que ja foram descritos

num capitulo anterior desta tese.

As disseccbes foram realizadas nos mesmos cadaveres e em tempo
subsequente as disseccbes realizadas no ambito do estudo sobre a
anatomia cirurgica da regido olfactiva. O instrumental cirdrgico utilizado foi

descrito no Quadro 1.4.

Foram recolhidas as imagens mais significativas para ilustrar as referéncias
anatémicas e a técnica cirurgica da colheita de mucosa olfactiva por via

transnasal endoscopica.

3.3.2 Casos cirurgicos

As descricbes e imagens da técnica cirdrgica apresentadas foram
seleccionadas de entre a iconografia do estudo experimental que incluiu 27
doentes operados, e cujo desenho e resultados do estudo clinico

experimental serdo apresentados em capitulo subsequente da tese.

Inclui-se na descricdo dos casos cirlrgicos todos os tempos da operacao:
primeiro tempo neurocirdrgico, tempo otorrinolaringolégico e segundo
tempo neurocirdrgico, de forma a tornar compreensivel o método utilizado e
justificar a cronologia dos procedimentos operatérios. Como é evidente, a

descricdo dos tempos neurocirargicos sera breve e resumida.

O instrumental cirargico utilizado foi o ja descrito anteriormente, a excepg¢ao
do equipamento para registo de imagens em video, que foi o indicado no
Quadro 3.1.
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Quadro 3.1 Instrumental cirdrgico para o registo de imagens em video

Camara digital de video a cores de 1-chip sistema PAL: Karl Storz® TELEPAK Control Unit, Ref. 20212020
Cabeca de camara de 1-chip sistema PAL com 2 bot6es programaveis: Karl Storz® TELECAM, Ref. 20212020
Fonte de luz fria de Xenon, de 300W: Karl Storz® Ref. 20133101-1

Cabo de fibra 6ptica de 4,8 mm de didmetro e 180 cm de comprimento: Karl Storz® Ref. 495NB

Endoscopio de 0° de angulo de visdo largo, com 4mm de diametro e 18 cm de comprimento, Karl Storz® Ref.
7230 AWA

Os comentarios, que serdo relegados para a discussdo, atenderdo nao
apenas aos varios passos da técnica cirdrgica, o que ja foi parcialmente
realizado no estudo em cadaver, mas as ocorréncias observadas nas
operacdes, com énfase nas sugestdes e incidentes (tips and pitfalls) que
foram recolhidos e anotados ao longo do periodo em que foram realizadas

as operagoes.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Estudo em cadaver

No primeiro tempo da disseccao procedeu-se a seleccdo da fossa nasal a
ser dissecada. A escolha baseou-se nas particularidades anatomicas de
cada uma das fossas nasais, tal como descrito no primeiro capitulo desta
dissertacédo. A permeabilidade dos segmentos da regido B, regido que inclui
0 espaco situado entre a abertura piriforme e a por¢cdo média das fossas
nasais, avaliada endoscopicamente, foi o critério determinante para a
escolha da fossa nasal a ser dissecada, por ser 0o que demonstrou ter

implicacdo na visualizacdo e no acesso a regiao olfactiva.

A fossa nasal escolhida nos cadaveres que servirdo de exemplo a este
capitulo foi a fossa nasal direita. Na figura (Figura 3.1) sdo observaveis as
referéncias mais importantes da regido, que incluem o bordo anterior do
corneto médio, o lumen da regido olfactiva, o septo nasal e, na parede
lateral da fossa nasal, 0 meato médio e a extremidade mais superior da
porcdo vertical da apofise unciforme. Na parede medial da regido olfactiva,
observa-se uma linha de demarcacdo bastante nitida (setas) entre a
mucosa respiratdria, mais anterior, mais vascularizada e mais espessa, e a

mucosa olfactiva, mais fina, palida e amarelada.

Fig. 3.1 Imagem endoscopica da extremidade anterior da regido olfactiva antes da sua disseccéo

cirdrgica (Unc=apdfise unciforme; CM=corneto médio; RO=regiéo olfactiva; S=septo nasal).
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A coloragdo amarelada da mucosa olfactiva foi observada em muitos dos
cadaveres estudados e dos individuos operados. Apesar de ser uma
caracteristica mencionada com frequéncia na literatura médica (Jones e Rog
1998), ndo tem uma explicacdo definitiva, e as hipoteses propostas incluiram
os granulos das glandulas de Bowman, os carotendides da mucosa, 0s
fosfolipidos ou o0s seus produtos de degradacdo ou o0s lisossomas
presentes na porcdo basal das células de sustentacdo do neuroepitélio

(Douek 1974).

O corneto médio foi lateralizado com a extremidade romba de um
descolador de Freer, para melhorar a visualizagdo da regido olfactiva. As
estruturas da regido olfactiva situadas nas porcées mais superior (lamina
crivosa) e posterior (corneto superior e 6steo esfenoidal) ainda ndo sao

visualizaveis nesta fase da disseccéo.

O alargamento cirdrgico mais completo da regido olfactiva € necessario
para permitir a visualizacdo de todas as suas paredes e para a introducao
dos instrumentos cirdrgicos. Esse alargamento € conseguido a custa do
afastamento lateral do corneto médio e do corneto superior. Para o realizar,
0 suporte estrutural dos cornetos na parede lateral tem de ser diminuido,
realizando-se uma etmoidectomia. Na Figura 3.2 observa-se 0 meato
médio. O corneto médio foi afastado medialmente com o descolador de
Freer e fez-se uma incisdo no limite anterior da porcéo vertical da apéfise

unciforme, antes de se remover esta estrutura.

Fig. 3.2 Fase inicial da etmoidectomia: remo¢do da apodfise unciforme (Unc=apdfise unciforme;

CM=corneto médio).
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Depois de removida a apofise unciforme, as células etmoidais anteriores e
posteriores sdo sucessivamente dissecadas até a exposicdo do tecto
etmoidal, de acordo com a técnica classica designada como “disseccao
anterior para posterior”, e que inclui os seguintes 0s passos (Hosemann, Weber,

Keerl et al. 2000):

1. A trepanacdo e remocdo da bula etmoidal, iniciada na porcdo infero-
medial e realizadas com a canula de aspiracao de Frazier, a cureta de antro

oblonga e as pincas de Blakesley recta e de 45° (Figura 3.3).

Fig. 3.3 O préximo passo na etmoidectomia é a abertura da bula etmoidal, que deve ser sempre

iniciada na sua porcao medial e inferior (LP=lamina papiracea; BE=bula etmoidal; CM=corneto médio).

2. A trepanagdo e remocao da raiz septante do corneto médio, iniciadas na

porcdo infero-medial, realizadas com os mesmos instrumentos (Figura 3.4).

Fig. 3.4 N&ao é necesséria a remogdo da totalidade da parede das células etmoidais, apenas a
suficiente para facilitar a luxagdo do corneto médio e do corneto superior. A imagem mostra que uma
parte substancial da raiz septante do corneto médio foi preservada (LP=lamina papiracea; RS=raiz

septante; CM=corneto médio).
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3. A remocao das septacdes 0sseas das células etmoidais posteriores até a
visualizagéo do tecto etmoidal correspondente (Figura 3.5).

Fig. 3.5 Aspecto do etmoide anterior e posterior apds a remocao das trabéculas ésseas que servem
de suporte aos cornetos médio e superior. Evitou-se a remoc¢do da mucosa das superficies expostas
para evitar aderéncias e estenose do meato médio no pds-operatorio. A raiz horizontal do corneto foi
preservada, para evitar a instabilidade final do corneto médio, que é habitualmente designado de
corneto mole (“floppy turbinate”) (EA=etmadide anterior; EP=etmdide posterior; asterisco=raiz horizontal

do corneto médio; CM=corneto médio; RO=regiéo olfactiva).

S6 apos a criagdo, por meios cirargicos, de um espaco livre de septacdes
Osseas no interior do etmdide, é possivel a lateralizacdo da parede lateral
da regido olfactiva (dos cornetos) com uma pressdo minima a ser exercida
na sua superficie (Figura 3.6). A mucosa da superficie olfactiva dos

cornetos ndo deve ser traumatizada para se evitarem aderéncias no poés-

4/

operatorio.

A A >

Fig. 3.6 Aspecto da regido olfactiva apos a lateralizacdo dos cornetos médio e superior. Todas as

estruturas da regido sdo observaveis. A mucosa dos cornetos nado foi traumatizada quando da
lateralizacdo dos cornetos (CM= corneto médio; CS= corneto superior; asterisco=lamina crivosa;

seta=0steo esfenoidal; S=septo nasal).
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A mucosa olfactiva sera colhida da por¢cdo mais superior e posterior da
superficie medial da regido, correspondente ao septo nasal. Os limites do
retalho correspondente estardo incluidos na area de distribuicdo da mucosa
olfactiva nas fossas nasais. Em termos gerais, esses limites devem respeitar
anterior e posteriormente os limites da lamina crivosa. Estes limites podem
ser identificados a partir da observacao dos nervos e dos orificios do 0sso na
base do cranio, o que € possivel comprovar cirurgicamente. O limite inferior
deve ser respeitar o plano do Osteo esfenoidal, uma vez que este esta
situado a uma distancia previsivel da base do cranio: 10,3 + 4,3 mm (Kim, Kim,
Kang et al. 2001). A area compreendida nessa distancia na superficie do septo
nasal, de acordo com 0s nossos estudos realizados previamente, é

constituida por mucosa olfactiva.

A primeira inciséo a ser realizada para a constituicao do retalho de mucosa
olfactiva a ser colhida é a inciséo inferior. Desta forma, o sangramento
resultante ndo prejudica a visualizacdo das outras incisées e do retalho. A
incisdo é realizada com canivete e lamina n° 15, e inicia-se na porcdo mais
posterior do septo, junto ao rebordo inferior do ésteo esfenoidal. A incisdo
deve ser completa em profundidade até ao osso, e dirigir-se para diante,
paralelamente a base do cranio (lamina crivosa) terminando num ponto
ligeiramente posterior ao limite (bordo anterior) do corneto médio, um pouco
atras do tubérculo do septo nasal. A segunda incisdo a ser realizada é a
incis@o anterior. Esta é vertical, é realizada com a extremidade cortante do
descolador de Freer-Joseph, unindo a base do cranio a extremidade anterior

da incisao inferior (Figura 3.7 e 3.8).

Apés a realizagdo das incis@es inferior e anterior, procede-se a elevagédo do
retalhno no plano submucoperiosteo, em direccdo aos limites superior e
posterior. O descolamento do retalho é realizado com a extremidade
cortante ou semi-cortante do descolador de Freer-Joseph ou com uma das
canulas Fujita com controlo digital da aspiracdo. A canula de aspiracdo
Fujita, instrumento habitualmente utilizado em neurocirurgia, permite, gracas
ao controle digital progressivo da intensidade da aspiracdo, uma disseccéo

atraumatica e exangue sem aspirar o retalho, o que acontece geralmente
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com as outras canulas de aspiracdo. O descolamento é realizado da por¢éo
anterior para a posterior e da inferior para a superior (Figura 3.9).

™M

Fig. 3.7 O descolador de Freer-Joseph é util para a realizagdo da inciséo anterior, pois a sua curva
permite ultrapassar a dificuldade constituida pelo tubérculo do septo (CM=corneto médio; S=septo
nasal, na regido do tubérculo).

Fig. 3.8 Aspecto do delineamento inicial do retalho da mucosa olfactiva, apds a realizacdo das

incis@es inferior e anterior (CM=corneto médio; CS=corneto superior; MO=mucosa olfactiva).

Fig. 3.9 Aspecto da elevacgéo inicial do retalho da mucosa olfactiva, apés a realizacéo das incisdes
inferior e anterior (CM=corneto médio; LC=lamina crivosa; LPE=lamina perpendicular do etmodide;
setas=retalho constituido pela mucosa olfactiva).
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A medida que o descolamento da mucosa olfactiva progride superior e
posteriormente em direc¢do a lamina crivosa, 0s nervos olfactivos de maior
calibre tornam-se visiveis. Inicialmente véem-se alguns nervos isolados
(Figura 3.10) e quando a lamina crivosa é alcancada podem observar-se
todos os nervos provenientes da superficie septal da mucosa olfactiva a

atravessar os orificios contiguos da base do cranio (Figura 3.11).

Fig. 3.10 Na porcdo média do retalho ja é possivel a observacdo de nervos olfactivos com uma
orientacdo vertical e que provéem da por¢éo mais inferior da mucosa olfactiva (MO=mucosa olfactiva;
S=septo nasal; setas=nervo olfactivo).

Fig. 3.11 Na porgéo superior do retalho observam-se os varios nervos e os orificios da lamina crivosa.
Repare-se que alguns nervos emergem da espessura da mucosa huma zona mais proxima da lamina
crivosa, porque incluem os axénios das células bipolares da por¢do mais superior da regido olfactiva,
enquanto outros nervos tém um trajecto maior longo na superficie mais profunda da mucosa, porque
incluem os axonios das células bipolares situadas mais inferiormente (CM=corneto médio;
MO=mucosa olfactiva; LP=lamina perpendicular de etmdide; setas=nervos olfactivos na lamina

crivosa)

Depois do descolamento da mucosa olfactiva até a lamina crivosa, o limite
superior do retalho é seccionado com uma tesoura de hipofisectomia.
(Figura 3.12).

95



Fig. 3.12 O limite superior do retalho da mucosa olfactiva é seccionado junto a lamina crivosa, desde
a por¢cdo mais anterior até & por¢do mais posterior do retalho. E necessario cortar a mucosa cortando
e desprendendo todos 0s nervos que a acompanham (CS=corneto superior; MO=mucosa olfactiva,;
LP=Iamina perpendicular de etmoide; setas=incisdo superior da mucosa olfactiva, junto a lamina

crivosa)

Por ultimo, o limite posterior da incisdo superior € unido ao limite posterior da
incisdo inferior, este Ultimo localizado na vizinhanca do ésteo esfenoidal
(Figura 3.13).

Fig. 3.13 O limite posterior do retalho é determinado unindo-se o ponto correspondente a entrada do
nervo olfactivo mais posterior na lamina crivosa, por um lado, e o limite posterior da incisao inferior
junto do 6steo esfenoidal, por outro lado (LP=lamina perpendicular de etmoide; CS=corneto superior;
setas amarelas=a da esquerda aponta o nervo olfactivo de localizacdo mais posterior, a da direita
aponta o sulco do trajecto do nervo no osso do septo nasal; setas vermelhas=a da esquerda aponta o
Osteo na sua posigdo anatomica normal, a da direita aponta o rebordo 6sseo observavel depois do
descolamento da mucosa, entre 0s 2 observa-se uma fina tira de mucosa que néo foi removida, para

evitar a contaminacao do retalho por mucosa do tipo respiratorio)
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3.4.2 Técnica cirargica passo a passo

3.4.2.1 Preparacdao geral da operacéo

A operacgao é realizada sob anestesia geral e entubacdo endo-traqueal. O
doente é deitado sobre o lado esquerdo em posi¢édo de banco de jardim com
a cabeca rodada para a direita e fixada a marquesa com apoio de Mayfield e
pins (Figura 3.14). O posicionamento destina-se a permitir 0 acesso
neurocirdrgico a medula cervical ou toracica e o acesso as fossas nasais no
mesmo tempo operatorio, apenas com ajustes obtidos pelo apoio de Myfield
e pela inclinacdo vertical (anti-Tredelenbourg) ou lateral da marquesa. Ao
contrario do que € o habitual nas cirurgias endoscopicas nasais, 0 acesso
otorrinolaringoldgico € realizado pelo lado esquerdo do doente (Figura 3.15 a
e b).

Fig. 3.14 Posicionamento de um doente com uma lesdo na coluna toracica. A posicao da lesédo
medular foi marcada na pele com um adesivo. O apoio de Mayfield estabiliza a cabeca e o pescogo,

protegendo o doente de tracgBes ou movimentos disruptivos.

ApoOs a anestesia geral e o posicionamento, a operagcdo é constituida por
trés tempos operatorios distintos. O primeiro e o terceiro tempos operatorios
serdo descritos com mais brevidade, uma vez que sao tempos

neurocirdrgicos.
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Fig. 3.15 A equipa de otorrinolaringologia aborda as fossas nasais pelo lado esquerdo do doente (na

imagem b observa-se 0 aspecto depois da colocagdo dos campos operatérios).

3.4.2.2 Primeiro tempo operatério. Tempo neurocirurgico de exposicao

e preparagdo da medula espinal

No primeiro tempo, expde-se a lesdo da medula espinal e prepara-se o local
para a colocagcdo do transplante de mucosa olfactiva. Inicia-se com uma
incisdo cutanea coincidente com o nivel da lesdo medular. Os musculos séo
depois seccionados na linha média até a exposicado das vertebras. Apos a
laminectomia posterior (remocdo da lamina posterior das vértebras) e a
hemostase dos planos mais superficiais e do osso, a dura mater do canal

medular € exposta, no nivel correspondente ao do traumatismo medular

prévio (Figura 3.16).
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Fig. 3.16 Pormenor da exposicdo da dura mater do canal medular no nivel da leséo, apds disseccéo
das partes moles e laminectomia (seta=dura mater).

O passo seguinte da exposicdo é a abertura da dura-mater e da aracndide,
que permite a visualizacdo da medula. O local da lesdo é habitualmente
indicado pelo aspecto irregular dos vasos superficiais e por uma depressao

na superficie posterior da medula (Figura 3.17).

Fig. 3.17 Pormenor da exposicdo da medula apds a abertura e afastamento das meninges. A seta

indica o local da leséo.

Finalmente, ha que expor o interior da medula espinal. Para tal realiza-se
uma mielotomia posterior mediana. As lesdes da medula cervical geralmente
sdo constituidas por uma cavidade resultante da necrose pés-traumatica do
tecido nervoso e as lesdes da medula toracica sdo geralmente constituidas
por tecido cicatricial denso, mas aspectos mistos podem ser encontrados
(Figura 3.18).

99



Fig. 3.18 A dura mater foi aberta na linha mediana e esta afastada por suturas, expondo a face
posterior da medula espinal. A lesdo, neste caso especifico, era constituida por uma cavidade

envolvida por algum tecido cicatricial.

O tecido fibroso e cicatricial deve ser removido cuidadosamente até se expor
tecido nervoso normal nos topos proximal e distal da lesdo medular. No final
deste passo, que conclui o primeiro tempo neurocirdrgico do procedimento,

faz-se o encerramento provisoério da ferida operatoria.

3.4.2.3 Tempo otorrinolaringoldgico: colheita de mucosa olfactiva por

via transnasal endoscopica

ApOs o posicionamento e a desinfeccdo, € feita a vasoconstricdo e a
retraccdo da mucosa nasal com patties cirdrgicos de polivinil-acetato com
1,3 X 7,6 cm (Medtronic® 300506) embebidos em cloridrato de fenilefrina a
0,5% ou cloridrato de oximetazolina a 0,05%. O vasoconstritor € mantido nas

fossas nasais durante 10 minutos.

A escolha da fossa nasal na qual se procede a colheita da mucosa olfactiva,
em cada caso, baseia-se na avaliacdo da anatomia individual. No prée-
operatorio, a rinoscopia anterior, a endoscopia nasal e a tomografia
computorizada, ddo uma indicacdo do lado mais favoravel, particularmente
se houver uma assimetria evidente entre as fossas nasais. Em alguns casos
a decisdo é intra-operatdria. No caso concreto com que ilustramos esta
operacdo, a fossa nasal mais ampla e a regido olfactiva mais visualizavel
eram as do lado direito (Figuras 3.19, 3.20 e 3.21).
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Fig. 3.19 A visualizagdo endoscépica da por¢cdo mais anterior da regido olfactiva na fossa nasal

direita era praticamente completa (CM=corneto médio; asterisco=lamina crivosa).

Fig. 3.20 A porc¢éo posterior da regido olfactiva direita era igualmente ampla. Apesar disso, como se
observa habitualmente, o corneto superior ndo permitia a visualizacdo do 6ésteo esfenoidal.
(CM=corneto médio; CS=corneto superior; S=septo nasal; asterisco=lamina crivosa).

Fig. 3.21 A fossa nasal esquerda, pelo contrario, ndo permitia a visualizacdo da regido olfactiva
devido a um desvio sinistro-convexo do septo nasal nos segmentos Al, A2, B1 e B2 (modelo

segmentar).

101



Apés a inspeccgdo cuidadosa das fossas nasais e a escolha do lado mais
favoravel para a colheita, é feita uma segunda vasoconstricdo, por
infiltracdo. Utiliza-se a lidocaina a 1% com adrenalina a 1:80.000. A
infiltrac&o inclui a apofise unciforme, a raiz do corneto médio e toda a porcéo
do septo nasal localizada na regido olfactiva. Utilizam-se habitualmente

cerca de 4 cc desta solucao (Figura 3.22).

Fig. 3.22 Deve injectar-se a solugéo de anestésico com vasoconstritor lentamente, para que 0 mesmo
se difunda de forma uniforme e homogénea, o que se comprova pela coloracdo branca da mucosa
que se segue a infiltracdo (CM=corneto médio; asterisco=lamina crivosa).

Para visualizar toda a regido olfactiva e obter exposicédo suficiente para a
realizac@o da técnica cirargica, € necessario lateralizar-se os cornetos médio
e superior, alargando a regido. A técnica e o seu racional foram descritos
previamente. Inicia-se por uma etmoidectomia parcial, que diminui o suporte
estrutural dos cornetos na parede lateral e permite ganhar espaco para

acomodar estas estruturas, depois de lateralizadas (Figuras 3.23 e 3.24).
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Fig. 3.23 A etmoidectomia ndo se destina a excisar tecidos mas sim a diminuir o suporte dos cornetos
médio e superior na parede lateral da fossa nasal, podendo ser realizada de forma simples com um
descolador de Freer de ponta romba. Deve evitar-se a dissecgdo “cega”, assim como todo o

traumatismo desnecessario sobre a mucosa. (CM=corneto médio; Unc=apdfise unciforme).

Fig. 3.24 No final da etmoidectomia a cavidade etmoidal deve ter o volume suficiente para acomodar
os cornetos médio e superior quando se proceder a sua luxacdo lateral (S=septo nasal; CM=corneto
médio; E=cavidade etmoidal).

A lateralizacdo dos cornetos é realizada fazendo uma pressdo moderada
com um descolador de Freer de ponta romba sobre a mucosa da sua face
medial, que deve ser previamente protegida por um pattie cirargico (Figura
3.25).
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Fig. 3.25 Na lateralizagdo do corneto médio, o instrumento deve apoiar-se num pattie cirdrgico para

evitar o traumatismo da mucosa e o sangramento (CM=corneto médio; P=pattie cirdrgico).

ApoOs este passo, obtém-se uma exposicdo completa da regido olfactiva que
inclui a visualizacdo do Osteo do seio esfenoidal, e que € suficiente para a

realizacdo da técnica cirurgica (Figura 3.26).

.= =

Fig. 3.26 A lateralizacdo atraumatica dos cornetos médio e superior permite uma exposi¢éo correcta

da regido olfactiva (CM=corneto médio; CS= corneto superior; asteriscos=lamina crivosa; seta=0steo

esfenoidal).

Apbés a exposicdo, procede-se a colheita da mucosa olfactiva. Ela é
realizada na superficie do septo nasal, por meio de um retalho quadrangular
com o0s seguintes limites: 1) superiormente, a l|amina crivosa; 2)
inferiormente, uma linha horizontal paralela & base do créanio ao nivel do

limite inferior do &steo esfenoidal; 3) anteriormente, uma linha vertical
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paralela ao bordo anterior do corneto médio; e 4) posteriormente, a parede

anterior do seio esfenoidal.

Comeca-se pela incisdo inferior. Realizando-a de tras para a frente, desde o
Osteo esfenoidal até ao limite anterior do retalho, o sangramento da mucosa
nao dificulta a sua visualizacgo nem a visualizagdo das incisdes
subsequentes. Utiliza-se o canivete cirargico com lamina n® 15. A incisdo
deve ser franca até ao 0sso, que nesta localizacdo € resistente e tolera a
pressdo da lamina sem fracturar (Figura 3.27). Pode ser completada na
porcdo mais anterior, se necessario, com uma tesoura de Joseph, recta ou

curva.

Fig. 3.27 A inciséo inferior é a primeira inciséo a ser realizada (CM=corneto médio; CS= corneto

superior; MO=mucosa olfactiva; seta amarela=0steo esfenoidal; setas azuis: inciséo).

A segunda incisdo a ser realizada é a incisdo anterior, que éi executada em
dois passos distintos. Em ambos se utiliza a ponta cortante do descolador de
Freer-Joseph. No primeiro passo faz-se a metade inferior da incisao,
aplicando verticalmente a superficie cortante do instrumento contra a
mucosa, como uma lamina, em gestos repetidos, até se sentir a superficie
dura do osso. Nesta zona a lamina perpendicular do etmdide é muito fina,

podendo fracturar (Figura 3.28).
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Fig. 3.28 A incisdo anterior é iniciada na por¢cdo mais proxima da incisdo inferior. O tubérculo do
septo prejudica muitas vezes a visualizacdo da mucosa olfactiva nesta regido, pelo que a curvatura
ligeira e o bordo cortante do descolador de Freer-Joseph s&o Uteis para evitar uma incisdo
desnivelada, como a que seria produzida por uma lamina 15 ou outro instrumento cortante recto

(CM=corneto médio; S=septo nasal; asteriscos=lamina crivosa).

No segundo passo cria-se a metade superior da incisdo, que se inicia na
base do cranio, na extremidade anterior da lamina crivosa. Nesta zona o
0sso0 € duro e é facil realizar a incisdo (Figura 3.29). O gesto mais dificil € a
unido da metade superior com a metade inferior da incisdo, pois esta regiao

fica parcialmente oculta pela porcdo mais superior do tubérculo do septo.

Fig. 3.29 A incisao anterior do retalho da mucosa olfactiva € completada na parte superior, junto a

base do cranio (CM=corneto médio; S=septo nasal; asteriscos=lamina crivosa).

Criadas as incisdes anterior e inferior, é possivel elevar o retalho da mucosa
olfactiva em toda a extensao, utilizando a extremidade cortante ou a semi-
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cortante do descolador de Freer-Joseph e uma cénula de aspiracdo de

Fujita, com orificio de interrupcao (Figura 3.30).

Fig. 3.30 Aspecto da elevagdo da mucosa olfactiva, depois da realizagdo das incisdes inferior e
anterior. O instrumento utilizado nesta imagem foi o descolador de Freer-Joseph com extremidade
semi-cortante (CM=corneto médio; MO=mucosa olfactiva; LP=lamina perpendicular do etmdide).

Na porcdo mais superior do retalho observam-se o0s nervos olfactivos na
camada mais profunda da mucosa. Os nervos dirigem-se para cima em
direccdo a lamina crivosa e escavam pequenas goteiras paralelas, de
direcgdo vertical, na extremidade superior da lamina perpendicular do

etmaoide (Figura 3.31).

Fig. 3.31 Na extremidade superior do retalho, observam-se os nervos que resultam da reunido dos
fasciculos da lamina propria da mucosa olfactiva a dirigirem-se para os orificios da lamina crivosa
(MO=mucosa olfactiva; LP=lamina perpendicular do etmdide; asteriscos=fasciculos nervosos

olfactivos; setas=nervos olfactivos).
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No final do descolamento subperiosteal, ha que proceder a separacgéao final
do retalho das suas inser¢cdes superior e posterior. A insergdo superior, no
limite da lamina crivosa, é seccionada de anterior para posterior. Sao
utilizadas tesouras de hipofisectomia, recta ou curvas, de acordo com a
anatomia e a direc¢do do corte. A tesoura secciona em simultdneo a mucosa
e 0s nervos que a acompanham, antes destes Ultimos entrarem nos orificios

da lamina crivosa (Figura 3.32 e 3.33).

Fig. 3.32 Tesouras de hipofisectomia séo utilizadas para a realizagdo da incisdo e da libertacdo
superior do retalho (CS=corneto superior; LP=lamina perpendicular do etmadide).

Fig. 3.33 Alguns nervos olfactivos entram em orificios situados na lamina perpendicular do etméide
alguns milimetros abaixo da lamina crivosa, apresentando depois um trajecto ascendente em direcgdo
a cavidade craniana num canal 6sseo constituido na espessura do 0sso. Estes achados, que ja foram
apresentados e comentados no capitulo anterior desta tese, nunca foram anteriormente descritos na

literatura médica (CS=corneto superior; LP=lamina perpendicular do etmoide).
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A seccdo da insercdo posterior do retalho é realizada unindo o limite
posterior da incisdo superior (junto ao limite posterior da lamina crivosa) com
o limite posterior da incisdo inferior (junto ao limite inferior do Osteo
esfenoidal), utilizando as mesmas tesouras de hipofisectomia. Este passo
completa o delineamento do retalho, que, depois de removido, deixa uma
area cruenta na superficie septal da regido olfactiva.

Este tempo operatorio finaliza-se com a hemostase dos bordos da ferida
(Figura 3.34) e a colocacdo de Surgicel® ou Spongostan® na regido
olfactiva, seguido do reposicionamento dos cornetos e do tamponamento da
metade inferior da fossa nasal com Merocel®. Esse tamponamento

permanece no local 24 a 48 horas.

Fig. 3.34 A remocéo do retalho deixa uma area cruenta na face medial da regido olfactiva. A parte
mais importante da conclusédo do procedimento nasal € a hemostase, que tem que ser particularmente
cuidadosa e sistematica na porcao posterior e inferior da ferida mucosa, devido aos ramos septais
posteriores da artéria esfenopalatina. Para o efeito utiliza-se uma pinga de coagulagdo bipolar em

baioneta (CS=corneto superior; LP=lamina perpendicular do etméide).

3.4.2.4 Segundo tempo neurocirargico: preparagcdo e transplantacao

da mucosa olfactiva

Este ultimo tempo operatdrio é neurocirurgico, correspondendo a preparagao
e colocagdo do transplante, que deverd preencher a cavidade na zona
lesada da medula espinal. Este tempo inicia-se com a remoc¢ao da mucosa
olfactiva do meio estéril onde esteve colocado alguns minutos desde a sua

remocao da fossa nasal (Figura 3.35).
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Fig. 3.35 Aspecto da mucosa olfactiva que ir4 ser transplantada para o local da lesdo medular
(S=limite superior; A=limite anterior; P=limite posterior; I=limite inferior).

O passo seguinte consiste na colocacdo da mucosa olfactiva sobre uma
superficie dura, e a sua divisdo em pequenos fragmentos de cerca de 1mm.
A preparacdo do tecido € realizada sob visualizacdo do microscopio

cirdrgico, sempre em meio estéril (Figura 3.36).

Fig. 3.36 Aspecto da mucosa olfactiva depois da sua preparacao.

Uma vez preparado o enxerto, 0 mesmo € incluido na cavidade da leséo
medular (Figura 3.37). Procede-se de seguida ao encerramento, por planos,
iniciando-se pela sutura da incisdo da medula espinal (Figura 3.38). Segue-
se a sutura ou reconstrucdo da dura mater (Figura 3.39) e finalmente a
sutura dos planos musculares e da pele.
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Fig. 3.39 Aspecto final do encerramento da dura-mater.

No final da operacdo € colocada uma drenagem lombar (que permanecera
48 horas), o doente é acordado, segue para a unidade de cuidados
intensivos cirdrgicos onde permanece 24 horas, e depois é transferido para a
enfermaria onde fica até a alta hospitalar, cerca de 1 semana depois da
operacao.
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3.5 DISCUSSAO

3.5.1 Resumo geral dos resultados

Os estudos anatoémicos realizados permitiram conceber, aperfeicoar e
descrever os varios passos de uma técnica cirdrgica destinada a colher

mucosa olfactiva para ser utilizada em medicina regenerativa.

As operacoes realizadas no decurso do estudo experimental, executadas de
acordo com a técnica previamente planeada, validaram os estudos
realizados e afirmaram a colheita de mucosa olfactiva por via transnasal
endoscépica como uma técnica cirargica valida e adequada aos seus
objectivos: a obtencdo de mucosa olfactiva para ser utilizada em medicina

regenerativa.

1.5.2 Limitagdes do estudo

As técnicas cirargicas originais, para demonstrarem a sua validade, além de
terem um racional bem fundamentado, devem ser exequiveis e
reprodutiveis, caso contrario, poderdo ser rejeitadas por apresentarem
dificuldades ou complica¢cdes que ndo foram descritas ou antecipadas.

Por essa razéo, entendeu-se importante descrever algumas das ocorréncias
verificadas no decorrer das operacdes, que possam constituir uma
dificuldade na sua execucdo pratica. Da mesma forma, também foram
acrescentadas algumas indicacBes consideradas Uteis para ultrapassar
obstaculos observados ou para facilitar a execucéo dos diferentes passos da

técnica.

O formato escolhido para a enumeracdo destes aspectos foi o que ja foi
utiizado em livros de técnicas cirdrgicas otorrinolaringologicas: a
enumeracdo de topicos que foram designados como “sugestbes e
incidentes” (“Tips ans Pitfalls”) (Fisch e Mattox 1988; Fisch e May 1994; Sanna, Saleh,

Russo et al. 1995; Sanna, Sunose, Mancini et al. 2003).
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Sugestodes e incidentes (Tips and Pitfalls):

e O tempo otorrinolaringolégico da operacdo € realizado depois da
exposicdo da lesdo medular, para que o intervalo entre a colheita e a
transplantacdo seja minimo. Assim, procura-se evitar a possivel
diminuicdo da viabilidade das células que sdo importantes para a

regeneracao do tecido nervoso.

e Nos doentes com les6es da medula espinal na coluna toracica, a
rotacdo da cabeca necesséaria a abordagem nasal € realizada logo
no inicio da operacdo, pois ndo prejudica o alinhamento das
vértebras torécicas. Nos doentes com lesBes da medula espinal na
coluna cervical é necessario fazer a rotacdo da cabeca no inicio e
desfazé-la no fim do tempo otorrinolaringolégico para que as
vértebras cervicais estejam alinhadas durante o0s tempos

neurocirurgicos.

e A abordagem endoscopica das fossas nasais pelo lado esquerdo do
doente ndo levanta problemas de orientacdo anatomica ou de
instrumentacao, uma vez que as referéncias cirlrgicas se mantém
as mesmas. Requer apenas algum treino do cirurgido para se
adaptar a posicdo diferente em que se encontra relativamente ao

doente e ao campo operatorio.

e Todos os doentes sdo submetidos a um exame microbiolégico do
vestibulo nasal no pré-operatério e no intra-operatério, ajustando-se

a antibioterapia nos casos em que haja uma colonizacéo bacteriana.

e A vasoconstricdo adequada da mucosa € importante numa regido
anatomicamente estreita e onde a visualizagdo completa de todos os
detalhes anatdmicos € importante para evitar complicacdes
potencialmente graves. Observamos menos efeitos adversos

cardiovasculares com a oximetazolina do que com a fenilefrina.

e Alguns doentes com hemorragia mais abundante da mucosa
consumiam produtos de medicina herbal que s&o reconhecidos
como potencialmente hemorragicos, tais como o sumo de toranja, o

extracto de ginko biloba, o ginseng, o gengibre e 0 alho (Ang-Lee, Moss e
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Yuan 2001; Pribitkin e Boger 2001; Hodges e Kam 2002). A partir desta
constatacdo, passou a questionar-se todos os doentes acerca da
ingestdo destes produtos que podem ser obtidos sem prescricdo

médica.

Deve evitar-se a infiltracdo da mucosa do tubérculo do septo, que
esta situado adiante da regido olfactiva. O tubérculo do septo € um
espessamento natural do septo nasal na zona da articulacdo condro-
etmoidal. A mucosa que o reveste, do tipo respiratorio, é
particularmente espessa. Se infiltrada, o seu volume aumenta muito

dificultando a visualizac&o e o acesso a regido olfactiva.

A etmoidectomia realizada para lateralizar o corneto médio deve ser
conservadora, podendo em alguns casos limitar-se a fractura das
septacbes Osseas de algumas células etmoidais anteriores e

posteriores usando uma cureta ou descolador de Freer.

A lateralizacdo do corneto médio deve ser realizada em bloco e nédo
por partes, comec¢ando pela por¢cdo mais anterior e progredindo para
a mais posterior. Esta ultima técnica, que ja foi proposta por alguns
cirurgides para ganhar espaco no acesso endoscOpico ao seio
esfenoidal e a sela turca por técnica transnasal endoscépica
(Shahinian, Kabil, Jarrahy et al. 2008), fractura desnecessariamente a
superficie do corneto em varias regides e facilta o fendmeno
designado de corneto mole (“floppy turbinate”) (Thornton 1996; Friedman,
Landsberg e Tanyeri 2000). O corneto mole ndo se mantém estavel durante
a operacao prejudicando a visibilidade e facilita a constituicdo de
aderéncias no pés-operatorio.

7

Quase sempre € necesséaria também a lateralizacdo do corneto
superior, para que se visualizem os limites posteriores da regido e o
Osteo esfenoidal. Da mesma forma que para o corneto meédio, 0
corneto superior € lateralizado com a ponta romba de um descolador

de Freer, protegido com um pattie cirargico.

A introducdo do canivete com a lamina n°® 15 até a porcdo mais

posterior da fossa nasal (recesso esfeno-etmoidal) ndo é dificil,
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desde que a lamina esteja sempre a ser visualizada pelo endoscoépio
e seja mantida numa posicao vertical, para evitar laceragcdes na

mucosa e sangramento.

Nem sempre existe espaco suficiente na fossa nasal para completar
a incisdo inferior do retalho com a lamina n°® 15. Nesses casos, pode
utilizar-se a faca em foice ponteaguda para concluir esse passo do

procedimento.

O limite posterior da incisao inferior pode dar lugar a hemorragia
proveniente dos ramos arteriais septais da artéria esfeno-palatina.
Essa hemorragia deve ser controlada pela presséo exercida por um
pattie embebido num vasoconstritor. Nao se deve nesta fase utilizar
a coagulacdo mono ou bipolar, para ndo comprometer a viabilidade

da mucosa olfactiva e dos seus componentes celulares.

Deve-se tentar que a incisdo anterior da mucosa olfactiva seja
perpendicular a superficie da mucosa, pois quanto mais obliqua,
maior a superficie de mucosa incisionada e 0 consequente

hemorragia.

No limite superior da incisdo anterior do retalho, com frequéncia é
seccionado um pequeno vaso arterial que sangra abundantemente,
prejudicando a visualizagdo e a continuagcdo da operagdo. A
hemorragia é controlada facilmente pela aplicacdo de um pequeno
fragmento de Surgicel®, que ndo deve contudo contactar com o

retalno de mucosa olfactiva, para ndo diminuir a sua viabilidade.

A lamina perpendicula do etméide é muito variavel na sua espessura
e resisténcia, pelo que a incisdo anterior e a elevacao do retalho pelo
plano submucoperiosteal devem ser muito cuidadosas, para evitar

uma laceracao transfixiva e a fractura desta estrutura 6ssea.

O descolamento submucoperiosteal do retalho (criacdo de um
“tunel”) é o passo mais facil do procedimento, devido a superficie lisa
do o0sso e a resisténcia do peridsteo da lamina propria da mucosa
olfactiva. A utilizacdo de canulas de aspiracdo com controlo digital é
imprescindivel para evitar a aspiragcéo do retalho.
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e Junto a lamina crivosa, o descolamento do retalho pode ser
prejudicado pelos nervos olfactivos que apresentam algumas
aderéncias a lamina perpendicular do etmoide nesta localizacao.
Alguns nervos entram mesmo em orificios da lamina perpendicular
do etmoide situados a varios milimetros da lamina crivosa,
caminhando num canal 6sseo que atravessa verticalmente o septo

nasal 6sseo antes de alcancar a base do cranio.

e Para se controlar a posicédo exacta da base do cranio e a distancia a
lamina crivosa deve palpar-se a lamina crivosa com um descolador
de Freer rombo, sob visualizacdo directa, com o0 instrumento
introduzido na superficie mucosa do retalho. no limen da fossa
nasal. Quando o retalho esta todo descolado até a base do cranio, a
posicdo do descolador de Freer quando introduzido no plano
submucoperioteal coincide com a verificada no gesto precedente.
Nunca se deve forcar a elevacao superior do retalho sem se ter a

certeza de que ainda nao se alcancou a lamina crivosa.

e Apesar de ser referido na literatura médica que a instrumentacao da
regido olfactiva (biopsia) pode perfurar a base do cranio e causar
lesBes intracranianas ou fistulas de liquido cefalo-raquidiano (Lovell,
Jafek, Moran et al. 1982; Lanza, Moran, Doty et al. 1993), aS dissecc;c”)es que
realizdmos ndo confirmaram a extrema fragilidade da lamina crivosa.
Em vérias disseccdes fizemos pressdo com intrumentos rombos
como o descolador de Freer, ou com instrumentos pontiagudos
como a faca em foice, e foi necessaria uma pressao consideravel
para perfurar o osso da lamina crivosa. Comparativamente, 0 0SSO
da base do cranio no tecto do etméide (fovea etmoidalis) revelou-se
muito mais vulneravel a perfuracdo com instrumento cirargicos do

gue a lamina crivosa.

e Nas incisdes superior e posterior do retalho, o ramo da tesoura de
hipofisectomia que é estatico deve apoiar-se no o0sso na face
profunda do retalho, proximo da lamina crivosa. O ramo moével corta
a mucosa da superficie para a profundidade. Como a regido olfactiva

€ muito estreita, deve ter-se o cuidado de nao lacerar a mucosa da
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parede lateral quando se abrem os ramos da tesoura, para evitar

sinéquias no pés-operatoério.

e Uma das maiores dificuldades na técnica deve-se a visualizacao dificil
da lamina crivosa na unido do terco anterior com os dois tercos
posteriores da regido, devida a procidéncia da raiz anterior do corneto
meédio. Pode ultrapassar-se a dificuldade colocando o endoscopio ou
numa posicdo superior ou numa posicao inferior ao obstaculo, de
forma a e ndo perder nunca a visualizagao directa quando se procede

a instrumentacéo junto a base do cranio.

e Ultrapassada a dificuldade precedente, a porgcédo posterior da regiao
olfactiva é facilmente visualizada com o endoscOpio numa posicao
inferior a procidéncia da raiz anterior do corneto médio. A concluséo
da incisdo superior e a realizacdo da incisdo posterior com tesouras

de hipofisectomia ndo oferece habitualmente dificuldades.

e A hemostase dos bordos da zona cruenta que é criada na regido
olfactiva deve ser particularmente rigorosa na unido das incisdes
posterior e inferior, devido aos ramos arteriais septais da artéria
esfeno-palatina. Antes da remocao do retalho deve evitar-se a
utilizacdo da coagulacdo eléctrica mas, nesta fase, a pinca de

coagulacéo bipolar em baioneta é o instrumento ideal.

1.5.3 Significado clinico dos resultados

Este estudo permitiu conceber uma técnica cirargica destinada a colheita da

mucosa olfactiva, a via transnasal endoscépica de acesso a regiao olfactiva.

A técnica, que pode ser considerada minimamente invasiva, € apenas mais
uma extensdo da moderna cirurgia endonasal endoscépica que, como foi
mencionado em sec¢ado prévia, tem vindo progressivamente a alargar as
suas indicacbes e o seu campo de aplicagdo para incluir um nimero de

patologias e de regibes anatomicas muito diversos (Jankowski, Auque, Simon et al.
1992; Jho, Carrau e Ko 1996; Cappabianca, Alfieri e de Divitiis 1998; Hosemann, Weber, Keerl et al.
2000; Frank e Pasquini 2003; Duvvuri, Snyderman e Kassam 2004; Maroon 2005).
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A vantagem da utilizacdo de um tipo de abordagem cirlrgica ja consolidado,
como € a cirurgia endonasal endoscopica, resulta de haver um corpo de
investigacdo amplo que a fundamenta, material e equipamentos disponiveis
e experiéncia cirdrgica extensa por parte de grande numero dos
otorrinolaringologistas. Faltava alguma fundamentacdo da anatomia e da
microanatomia da regido para que a técnica pudesse ser desenvolvida, o

que foi realizado nos estudos descritos nos capitulos precedentes.

A técnica cirurgica desenvolvida nao é dificil de realizar por
otorrinolaringologistas familiarizados com a cirurgia endonasal endoscépica:
0S seus passos sao compreensiveis e as referéncias anatémicas claras, 0s
aspectos mais problematicos foram expostos e as dificuldades esperadas
tém uma solucao que foi enunciada. Por outro lado, as operacgdes realizadas
no decurso do estudo experimental, executadas de acordo com 0S passos
da técnica previamente planeada, validaram suficientemente os estudos

prévios realizados.

A abordagem desenvolvida, além de cumprir o propésito para o qual foi
desenhada, podera ser utilizada para outras intervengfes cirlrgicas que se
dirjam ou passem pela regiao olfactiva, uma vez que permite uma exposicao
ampla da regido e ao mesmo tempo € conservadora, na medida em evita a
remocao desnecessaria de elementos anatdbmicos importantes do sistema
naso-sinusal, como sdo o0s cornetos. Adicionalmente, um dos passos
importantes da técnica, a etmoidectomia, ndo tem por si s6 efeitos que

possam atentar contra o normal funcionamento do sistema naso-sinusal
(Kennedy, Shaman, Han et al. 1994; Lund e Scadding 1994; Clemente 2005; Levine e Clemente
2005).

Seria recompensador, para o autor deste trabalho, que alguns dos passos
desenhados na técnica aqui apresentada fossem adoptados por outros
cirurgides, mesmo que dirigida a indicacdes diversas: a remoc¢ao de lesdes
de regido olfactiva; o encerramento de fistulas da base do cranio na lamina
crivosa; a cura cirargica de algumas formas de cefaleia por ponto de
contacto sinusal localizado na regido olfactiva, ja mencionadas (welge-Luessen,
Hauser, Schmid et al. 2003; Escada, Capucho e Madeira_da_Silva 2008); OU O tratamento por

via endoscopica de lesGes da fossa craniana anterior, entre outras.
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1.5.4 Conclusoes

O estudo realizado, baseado em estudos prévios da anatomia e da
microanatomia da regido olfactiva, permitiu o desenvolvimento de uma
técnica destinada a colheita de mucosa olfactiva por via transnasal
endoscopica. A técnica, que inclui uma abordagem endoscépica
conservadora da regido olfactiva, podera ser util para o tratamento de outras

patologias da regiao.

119






CAPITULO 4

ISOLAMENTO E IDENTIFICAGCAO DAS CELULAS
ESTAMINAIS DA MUCOSA OLFACTIVA HUMANA NO
ADULTO






4.1 INTRODUCAO

4.1.1 Consideracdes gerais

A mucosa olfactiva humana apresenta, na sua composi¢do, células
estaminais com capacidade de auto-renovacdo e multipoténcia e tem sido
considerada uma fonte de células importante para a utilizagdo em medicina

regenerativa na reparacdo do sistema nervoso central (wolozin, Sunderland, Zheng
et al. 1992; Feron, Perry, McGrath et al. 1998; Roisen, Klueber, Lu et al. 2001; Othman, Lu, Klueber et

al. 2005; Carvalhal, Lima, Basto et al. 2007).

Todavia, as metodologias de laboratorio de biologia celular desenvolvidas
para o estudo e a proliferacdo destas células estédo longe de estarem ainda
suficientemente  optimizadas E importante que se desenvolvam
investigacdes dirigidas ao esclarecimento ou aperfeicoamento de aspectos
tais como a colheita, o isolamento, a identificacdo, a cultura, a proliferacao e
a diferenciacdo destas células, e portanto existe também nesta area um
potencial para a invencdo de novas técnicas, patenteaveis

internacionalmente.

Por estas razdes, o nosso grupo de investigacdo decidiu associar-se e
procurar parcerias que pudessem servir o interesse de ambas as partes: aos
investigadores da area clinica interessava demonstrar a presenca e
importancia das células estaminais olfactivas no material histologico colhido
dos seus doentes; aos investigadores nas ciéncias basicas interessava a
invencdo de novas técnicas e o0 registo de uma patente com interesse

comercial.

Encontramos essa parceria junto na ECBio, I&D em Biotecnologia, S.A., uma
companhia a trabalhar em investigacao e desenvolvimento em biotecnologia
celular, na area dos tratamentos com células estaminais do adulto. A ECBio
esta sediada em Oeiras, no edificio do Instituto de Tecnologia Quimica e
Bioldgica (Universidade Nova de Lisboa) e do Instituto de Biologia

Experimental e Tecnoldgica.

Os investigadores da ECBio, onde todo o trabalho Ilaboratorial foi

desenvolvido foram os responsaveis pela optimizacdo dos procedimentos
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laboratoriais que tornaram os resultados do estudo patenteaveis. S&o eles
os Doutores Ana Veronica Carvalhal, Hélder Cruz, Pedro Cruz e Vera
Bastos. Uma referéncia particular ainda ao Professor Doutor Celso Cunha,
Director da Unidade Biologia Molecular do Instituto de Higiene e Medicina
Tropical, Universidade Nova de Lisboa, que deu o seu patrocinio cientifico
ao trabalho e colaborou nas investigagdes.

4.1.2 Identificac&o das células estaminais

Para a investigacdo das células estaminais da linha neural tém sido até a
data utilizados varios métodos que incluem a imunofluorescéncia e a
separacdo magnética das células. As proteinas abaixo indicadas tém sido

utilizadas como marcadores nestas investigacoes.

A nestina é uma proteina filamentosa intermediaria do citoplasma das
células (com diametro entre o da actina e o da miosina) que tem expressao
nas células estaminais da linha neural, com uma expressao nas células

nervosas adultas praticamente ausente (Frederiksen, Jat, Valtz et al. 1988; Price e

Thurlow 1988; Reynolds e Weiss 1992; Tohyama, Lee, Rorke et al. 1992; Osada, Ichikawa e Costanzo
1995; Uchida, Buck, He et al. 2000; Carpenter, Inokuma, Denham et al. 2001; Doyle, Khan e

Cunningham 2001; Rietze, Valcanis, Brooker et al. 2001; Witt, Bormann, Gudziol et al. 2009).

A proteina CD133 é uma glicoproteina de superficie celular com 120 kDa e
caracteristicas antigénicas e é utilizada também como um marcador das

células estaminais da linha neural (Uchida, Buck, He et al. 2000; Tamaki, Eckert, He et al.

2002; Schwartz, Bryant, Fuja et al. 2003; Yu, Zhang, Zhao et al. 2004; Lee, Kessler, Read et al. 2005;
Barraud, Stott, Mollgard et al. 2007; Corti, Nizzardo, Nardini et al. 2007; Pruszak, Sonntag, Aung et al.
2007; Coskun, Wu, Blanchi et al. 2008; Hombach-Klonisch, Panigrahi, Rashedi et al. 2008; Mizrak,

Brittan e Alison 2008).

A proteina glial fibrilar acidica (GFAP) é outra proteina filamentosa do
citoplasma das células e tem sido utilizada como um marcador das células
da linha glial, em particular das células da bainha dos axonios olfactivos

(OEC), ndo sendo expressa em células estaminais indiferenciadas (Barber e
Dahl 1987; Ramon-Cueto e Avila 1998; Roisen, Klueber, Lu et al. 2001; Wang, Han, Gao et al. 2007,

Iwatsuki, Yoshimine, Kishima et al. 2008).
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A B-tubulina (isotipo Ill) € um dos constituintes dos microtubulos do
citoesqueleto celular, sendo considerada um antigéneo especifico dos
neurénios em desenvolvimento, com expressao quer nos neuronios maduros

guer nos neuronios imaturos da mucosa olfactiva (Cleveland e Sullivan 1985; Sullivan
1988; Jiang e Oblinger 1992; Lee e Pixley 1994; Roskams, Cai e Ronnett 1998; Roisen, Klueber, Lu et
al. 2001).

4.1.3. Meios de cultura utilizados

Os meios utilizados para a cultura e proliferacdo das células estaminais da

linha neuronal utilizam habitualmente soro na sua composiGao (vawter, Basaric-

Keys, Li et al. 1996; Liu, Shields e Roisen 1998; Coon 1999; Wolozin e Coon 1999; Kato, Honmou,
Uede et al. 2000; Messam, Hou e Major 2000; Roisen, Klueber, Lu et al. 2001; Klueber, Roisen e Lu

2003; Viktorov, Savchenko e Chekhonin 2007). OS meios com soro sao utilizados nas
culturas celulares porque sédo capazes de manter as células estaminais no
seu estadio de indiferenciacdo. Pelo contrario, os meios sem soro induzem o
desaparecimento das células estaminais, em detrimento de células ja
diferenciadas no sentido da linhagem neural (neurdénio bipolar) ou glial
(olfactory ensheathing cell), que passam a ter uma presenca preponderante

nas culturas (Zhang, Klueber, Guo et al. 2004; Murrell, Feron, Wetzig et al. 2005).

Todavia, 0s meios com soro, por terem uma origem animal, tém
inconvenientes, tais como uma composi¢cao do meio que é variavel ao longo
do tempo, a eventual transmissdo de infeccdes e a possibilidade de causar
modificacdes ndo previsiveis no crescimento celular (carvalhal, Lima, Basto et al.

2007).

Até a data ainda nao foi possivel desenvolver um meio sem soro que seja
capaz de manter as células cultivadas no seu estadio indiferenciado.
Todavia, o desenvolvimento de um meio sem soro com estas caracteristicas
traria enormes vantagens praticas, pois eliminaria a possibilidade de
transmitir infeccbes as células cutivadas e abriria perspectivas importantes
no campo da utilizacdo clinica das culturas de células estaminais da linha
neural. As desvantagens da utilizagdo do meio com soro em investigacao,
atrds mencionadas, podem ser contemporizadas quando as investigacoes

dizem respeito a experimentacdo com animais, todavia ndo sdo aceitaveis
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quando dizem respeito a investigacdo em seres humanos, sobretudo se se
esta a considerar a aplicacdo em seres humanos das células submetidas a

estes processos laboratoriais.
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4.2 OBJECTIVOS

Em termos latos, este estudo pretendeu contribuir para uma maior
fundamentacdo da técnica que usamos para o0 tratamento da lesdo
traumatica cronica severa da medula espinal, como forma de medicina

regenerativa.

Para dar mais forca a essa fundamentacao, investigamos a mucosa olfactiva
nos préprios doentes submetidos ao procedimento. Interessava-nos
esclarecer a composicao do tecido usado para a transplantacdo, no que diz
respeito aos elementos considerados fundamentais, que sdo as células

estaminais da mucosa olfactiva.

Em termos mais especificos, 0s objectivos deste estudo foram os seguintes:

1. Demonstrar a presenga e importancia das células estaminais ha mucosa

olfactiva humana.

2. Desenvolver um método para a colheita, isolamento, identificacéo, cultura,

e proliferacdo das células estaminais da mucosa olfactiva.
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4.3 METODOS

O estudo, ndo aleatorizado e n&o controlado, foi realizado no Hospital de
Egas Moniz (colheita da mucosa olfactiva e colocacdo no meio de
transporte) e na ECBIio, 1&D em Biotectonologia, S.A. (procedimentos
laboratoriais), e obteve parecer favoravel da Comissdo de Etica do Hospital
de Egas Moniz. Todos os participantes deram o0 seu consentimento

informado por escrito.

4.3.1 Seleccao dos pacientes

A amostra foi de conveniéncia, tendo os participantes sido seleccionados de
entre os doentes com leséo traumatica cronica e severa da medula espinal,
submetidos, no Hospital de Egas Moniz, a operacdo de auto-transplante de

mucosa olfactiva para o tratamento da lesdo medular.

Nenhum dos doentes tinha antecedentes de patologia naso-sinusal e todos
tinham tomografia computorizada naso-sinusal considerada normal e olfacto
normal, avaliado pelo teste de olfacto Smelldiskettes® da Novimed
Medizintechnik, Zurique, Suica. Foram seleccionados, no intra-operatorio, 0s
doentes em que, depois do preenchimento de toda a solugdo de
continuidade da medula espinal, ainda restava alguma mucosa olfactiva
disponivel para estudos complementares, para além dos estudos realizados

por rotina, de histologia e microbiologia.

Foram incluidos no estudo 26 doentes, 20 do sexo masculino e 6 do sexo
feminino, com uma média de idades de 29+7 anos (extremos de 18 e 40

anos).

4.3.2 Colheita da mucosa olfactiva

O protocolo circunstanciado da operacéao e a técnica da colheita, realizada
sob anestesia geral por via transnasal endoscopica, foi descrito noutra
seccdo desta tese. ApOs a colheita, a mucosa olfactiva foi separada, sob

disseccdo microscopica, nos seus 2 componentes: neuroepitélio e lamina
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propria, tal como previamente descrito na literatura para estudos afins (reron,

Mackay-Sim, Andrieu et al. 1999; Lu, Feron, Ho et al. 2001).

4.3.3 Transporte

O neuroepitélio e a mucosa olfactiva foram colocados, com cuidados de
assepsia, em meio D-MEM/F-12 (1/1) (Gibco 11039), suplementado com
Penicillina/Estreptomicina a 1% (Gibco 15140). Nao houve adicdo de soro.
As amostras foram mantidas a uma temperatura préxima dos 4 graus

durante o transporte do Hospital de Egas Moniz para a ECBIo.

4.3.4 Dissociacédo do tecido e isolamento das células

Os pequenos fragmentos de tecido e algum do meio de transporte foram
colocados numa placa de Petri. Tipicamente tinham volumes entre 1 a 3
mm? (Figura 4.1).

Fig. 4.1 Exemplo de tecido da lamina prépria recolhido de um doente e transferido para uma placa de
Petri. Escala: 1cm.

Depois, as pecas obtidas foram cortadas em fragmentos ainda mais
pequenos e centrifugadas a uma velocidade entre 300-500g durante 5 a 10

minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e eliminado.

Na digestdo enzimatica foram testadas diferentes solucdes, isoladas ou em
combina¢cbes variadas (Quadro 4.1). Foram igualmente testados a

concentracéo, o tampéao de dissolucao utilizado (Quadro 4.2) e o tempo de
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digestdo enzimética. Todo o processo foi realizado a temperatura de 37

graus Celsius, com agitacao constante.

Quadro 4.1 Solugbes enzimaticas usadas

Colagenase la (Sigma C2674)
Colagenase IV (Sigma C5138),
Tripsina (Gibco 15090)
Tripsina (Gibco 25200)
Tripsina (Gibco 25300)
Hialuronidase (Sigma NH3884)
Dispase Il (Gibco 17105)

DNase | (Sigma DN-25)

Quadro 4.2 Tampdes de dissolucdo

HBBS sem calcio nem magnésio (Gibco 14175)
HBBS com célcio e magnésio (Gibco 14025)

PBS (Gibco 20012)

Tripsina (Gibco 15090, Cat. N°25200 e Cat. N°25300)
Hialuronidase (Sigma NH3884)

Dispase Il (Gibco 17105)

DNase | (Sigma DN-25)

A digestdo enziméatica foi realizada por periodos de 20 a 90 minutos. Para
prevenir a contaminagao bacteriana utilizou-se a Penicillina/Estreptomicina a
1% (Gibco 15140).

A dissociacdo mecanica, na qual se fez passar os agregados celulares por
uma ponta de micropipeta, realizando movimentos de subir e descer, foi
realizada em tempos entre 20 a 40 minutos do passo da digestdo. No final, a

suspensao foi centrifugada e o sobrenadante removido e eliminado.
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O segundo (e ultimo) passo da digestdo enzimatica foi efectuado por
resuspensao do precipitado numa solucao de 0,5/L de tripsina contendo 0,53
mM de EDTA (Gibco 25300) e incubada durante 7 minutos, com agitacao.
Foi também associado a dissociacdo mecanica. O passo foi concluido com a
inibicdo da tripsina com o meio D-MEM/F-12 (1/1). No final a suspensao
continha células isoladas e pequenos agregados com 5 a 10 células em
meédia. Foi centrifugada, o sobrenadante eliminado e o centrifugado foi

resuspenso de novo no meio D-MEM/F-12 (1/1).

4.3.5 Contagem e viabilidade das células

As contagens celulares foram realizadas com camara de contagem de
Neubauer (hemacitometro) e a viabilidade foi determinada pelo método de

exclusdo do azul de tripano.

4.3.6 Teor em células estaminais ap0s a dissociacao

4.3.6.1 Teor em células estaminais: células CD133-positivas

Usou-se o sistema de separacdo magnética (Miltenyi Biotec 130-050-801).
Foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-CD133/1 conjugado com micro-
esferas (componente magnético) para reconhecer o epitopo da proteina
CD133 e ligar-se assim as células positivas para esta proteina. Uma vez
marcadas, as células em suspenséo foram aplicadas numa coluna MS ou LS
do kit de separagdo magnética designado MIiniMACS. As células CD133
negativas foram recolhidas apds lavagem da coluna com um tampao. As
células CD133 positivas foram recolhidas ap6s lavagem depois de a coluna
ter sido removida do magneto. No final, as duas amostras foram

centrifugadas e re-suspendidas no meio final de cultura, separadamente.
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4.3.6.2 Teor em células estaminais: células nestina-positivas

Para esta determinacdo usaram-se protocolos de imunofluorescéncia, que
foram optimizados e que incluiram os seguintes passos: adesao, fixacao,
bloqueio, incubacdo com anticorpos primarios e secundarios, coloracdo do

nucleo e montagem para visualizagdo microscopica.

4.36.2.1 Passos da imunofluorescéncia: adesado celular a uma

superficie

A adesdo celular a uma superficie, passo fundamental da técnica, foi testada
com superficies de vidro recobertas com diferentes substéncias (Quadro
4.3). Foi também testada a utilizacdo de uma superficie de vidro ndo lavada
ou entdo uma superficie de vidro lavada previamente com uma solucédo de

NaOH a 40% (v/v) e etanol a 60% (v/v) por 2 horas a temperatura ambiente.

A incubacéo foi realizada num incubador humidificado, suplementado com
CO2 a 5-7%. No final foi feita uma lavagem com PBS (Gibco 20012).

Quadro 4.3 Substancias testadas para a adeséo das células

Gelatina a 0.2% (p/v) (Merck, Cat. N°l 04078 )
Colagéneo | a 20 ug/ mL (Sigma C9791)
Poli-D-lisina a 100 ug/mL (Sigma NT1024)

Poli-L-ornitina de peso molecular 30.000-70.000 (15 ug/mL) (SigmaP 3655)

4.3.6.2.2 Passos da imunofluorescéncia: fixagcao

Apéds a remocédo do sobrenadante as células foram fixadas com uma solucéo
de paraformaldeido a 4% (p/v) (Sigma P6148), durante 20 minutos, a
temperatura ambiente. As células foram de seguida lavadas com solucédo de
Tween 20 a 0.05% (v/v) em PBS (Sigma P2287).
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4.3.6.2.3 Passos da imunofluorescéncia: bloqueio

Esta fase foi testada com diferentes solucdes de blogueio (Quadro 4.4). As
solucbes de bloqueio foi adicionado o PBS suplementado com Triton XIOO a
0.1% (Sigma 9002-93-1). Foi usado um passo de 1 hora de incubacéo, a

temperatura ambiente.

Quadro 4.4 Substancias de bloqueio

BSA a 2% (p/v) (Sigma A1470 ou A3294)
Soro de cabra normal a 5% (v/v) (Sigma G9023)

Soro de cabra normal a 10% (v/v) suplementado com BSA a 1% (p/v)

4.3.6.2.4 Passos da imunofluorescéncia: marcacao

A imunofluorescéncia foi realizada no mesmo dia e o anticorpo primario anti-
nestina (Quadro 4.5) foi incubado durante 1 hora a temperatura ambiente ou
durante 12 horas (noite) a 4 graus Celsius. A solucao utilizada foi o PBS e as
diluicdes utilizadas foram 1:100 e 1:40, respectivamente para o0 anticorpo de
coelho e de rato, suplementados com Triton XIOO a 0.1% (Sigma 9002-93-I).
As células foram entdo submetidas a 5 lavagens repetidas de 10 minutos
com a solucdo Tween 20 a 0.05% (v/v) em PBS (Sigma P2287).

Quadro 4.5 Anticorpos anti-Nestina

Primarios
Anticorpo anti-Nestina hunana policlonal de coelho (Chemicon AB5922)
Anticorpo anti-Nestina hunana monoclonal de rato (R&D MAB1259)
Secundérios
Anticorpo anti-coelho TR (Jackson Immunoresearch Laboratories 111-075-003)

Anticorpo anti-rato FITC (Jackson Immunoresearch Laboratories 115-095-003)
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De seguida foi realizada a incubag&o com o anticorpo secundério conjugado
com isotiocianato de fluoresceina (marcador imunofluorescente). De acordo
com o anticorpo primario utilizou-se um anticorpo anti-coelho ou anti-rato,
em solucdo de PBS a 1:100, suplementado com Triton XIOO a 0.1% (Sigma
9002-93-I). A incubacdo do anticorpo secundario durou de 30 minutos a 1
hora & temperatura ambiente. Da mesma forma que para o0 anti-corpo
primario, foram realizadas 5 lavagens repetidas de 10 minutos com a

solucéo Tween 20 a 0.05% (v/v) em PBS.

4.3.6.2.5 Passos da imunofluorescéncia: coloracdo do nucleo e

montagem para visualizagdo microscopica

Para a marcacdo dos nucleos as células foram incubadas com uma solucdo
de DAPI a 2 mg/mL (Sigma D9542) durante 3-4 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, depois da lavagem (igual a realizada nas fases
anteriores) as células foram cobertas com uma lamela e um meio de
montagem Vectashield® (Vector Laboratories, Califérnia, USA), proprio para
a observacdo microscopica. Todas as fotografias foram tiradas com o
mesmo tempo de exposi¢cado para permitir uma comparacao entre elas com

significado.

4.3.6.2.6 Passos da imunofluorescéncia: controles

Foi feito um ensaio controlo em cada protocolo de imunofluorescéncia, pela

incubagdo com um anticorpo secundario, omitindo o anticorpo primario.

4.3.7 Cultura das células estaminais olfactivas

4.3.7.1 Cultura das células: determinacdo do meio de cultura mais

favoravel

Numa fase inicial, exploratéria, usou-se um meio de cultura sem soro

mencionado na literatura e que tem 0s componentes mencionados no
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Quadro 4.6 (Brewer, Torricelli, Evege et al. 1993). O meio foi suplementado com os
factores de crescimento bFGF (Sigma F0291) e EGF (Sigma E9644) a 20
ng/mL cada 2/3 dias. Porém, verificou-se que o meio, apesar de ser capaz
de manter as células na cultura durante um més, ndo permitiu uma
recuperacdo das células apds a dissociacdo ou o crescimento por longos
periodos.

Quadro 4.6 Componentes do meio sem soro

D-MEM/F-12 (1/1) (Gibco 21331-020 ou 31330-038), com uma concentracéo final de 3-6 g/L de glucose
(Sigma G7021)

2-3 mM de glutamina (Gibco 25030)

10-16 ug/mL de putrescina (Sigma P5780)
0.0063 ug/mL de progesterona (Sigma P7556)
0.0052 ug/mL de selenito de sédio (Sigma S5261)
25 ug/mL de insulina (Sigma 19278)

100 ug/mL de transferrina (Sigma T2036)

2% de suplemento B27 (Gibco 12587) e 1% de penicillina/streptomicina (Gibco 15140)

Na tentativa de melhorar a formulacdo do meio de cultura sem soro, foram
de seguida comparados os resultados, na proliferacdo celular, entre 20
diferentes meios de cultura que diferiam pelos componentes individuais que
eram adicionados ao meio basico, designado de Meio Neurobasal® (Gibco
1103). O meio Neurobasal foi desenvolvido a partir da optimizacdo das
concentragbes do meio D-MEM/F-12 (1/1) (Brewer, Torricelli, Evege et al. 1993). OS
componentes individuais e o desenho da experiéncia estdo representados
nos Quadros 4.7 e 4.8.

A seleccdo dos componentes individuais que foram adicionados ao Meio
Neurobasal foi baseada na sua utilizacdo corrente e difundida em culturas
celulares de células de linhagem neural, completada por uma revisédo
extensa da literatura, destinada a explorar outros componentes com
interesse potencial mas com utilizagdo menos generalizada (ver as

referéncias individuais no quadro respectivo). Os factores de crescimento
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EGF, bFGF2 e LIF, quando compreendidos na formulacdo, foram

adicionados ao meio cada 2/3 dias.

O suplemento B27 é comercializado pela Gibco e foi desenvolvido por
Brewer et al. (Brewer 1995, e embora a composicdo precisa nao seja
conhecida, este suplemento € composto pelos seguintes 20 compostos: i) 0s
anti-oxidantes: glutationa (reduzida), catalase, D.L-a-Tocoferol, acetato de
D.L-a-Tocoferol e superoxidase dismutase; ii) hormonas: corticosterona,
progesterona, acetato de retinil, insulina, e T3 (triiodo-I-tironina); iii)
vitaminas: biotina (vitamina H ou B7); iv) precursores de lipidos: L-carnitina,
etanolamina, acido linoleico, &cido linolenico; v) carbohidratos: D (+) -

galactose; vi) outros: putrescina, selénio, albumina bovina, e transferina.

As 20 diferentes formulacdes do meio de cultura sem soro foram testadas
com o mesmo tecido, do mesmo doente, para evitar o viés decorrente da

variabilidade da bidpsia e da composicédo individual dos tecidos.

Quadro 4.7 Componentes acrescentados ao meio de cultura

MEIO OU COMPOSTO UTILIZADO DESIGNACAO

Putrescina A
Progesterona

Selénio

Insulina

Transferrina

B27 (Brewer 1995)

LiCI (Fluka, Cat. N°62477) (Hashimoto, Senatorov, Kanai et al. 2003)
ATP (Sigma, Cat. N°A6419) (Neary, Zhu, Kang et al. 1996)

Heparina (Sigma, Cat. NH1027) (Garg, Thompson e Hales 2000)
Prolactina (Sigma, Cat. N°L6520) (Shingo, Gregg, Enwere et al. 2003)
Acido glutamico (Sigma, Cat. N°G8415)

Suplemento G5 (Gibco, Cat. N°17502)

Epidermal growth factor (EGF) (Mackay-Sim e Chuahb 2000; Newman,

r X « — I O T moOoO w

Feron e Mackay-Sim 2000) M
Basic fibroblast growth factor (bFGF2) (Mackay-Sim e Chuahb 2000; N
Newman, Feron e Mackay-Sim 2000)

LIF (Sigma, Cat. N°L5283) (Haaland 1989) O
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Quadro 4.8 Formulacao dos meios de cultura experimentados

1 X X X X X X X
2 X X X X X X X
3 X X X X X X X X
4 X X X X X X X X
5 X X X X X X X
6 X X X X X X X X
7 X X X X X X X X
8 X X X X X X X X X
9 X X X X X X X X
10 X X X X X X X X
11 X X X X X X X X X
12 X X X X X X X X X
13 X X X X X X X X X X
14 X X X X X X X X X X X X
15 X X X X X X X X X
16 X X X X X X X X X
17 X X X X X X X X X
18 X X X X X X X X X X X X
19 X X X X X X X X X X X X X
20 X

A avaliacdo dos meios de cultura foi realizada a partir das observacdes das
células cultivadas, baseando-se numa escala de performance de 1 a 10,

baseada no nimero e morfologia das células (Neary, zhu, Kang et al. 1996).

4.3.7.2. Cultura das células: co-culturas no meio ECBioNS19

Utilizando o meio que se mostrou mais favoravel para a cultura das células
estaminais olfactivas, foram testadas diferentes co-culturas, tal como

indicado na Figura 4.2.
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OE

OL

OE + OL

(OE)**

(OL)™"*

(OE+OL)"*

(OE)* + (OL)<*P
(OE)™">

(OL)™"*

(OE+OL)""

(OE)™"* + (OL)"*
(OE)™"* + (OE)™"*
(OL)> + (OL)™
(OE+0OL)"* + (OE+OL)™'*
(OE)™™ " (OE)"*
(OL)'»* " (OE)"
(OE+OL)"** 7 (OE+OL)™"*

Fig. 4.2 Co-culturas realizadas (OE=células obtidas a partir da dissociagcdo isolada do epitélio

olfactivo; OL=células obtidas a partir da dissociagdo isolada da lamina prépria; CD133+=s6 as células

positivas para esta proteina; CD133-=s6 as células negativas para esta proteina; (+)=co-cultura sem

separagdo por membrana,; (///)=Co-cultura separada por membrana porosa (ThinCert)

As células foram inoculadas nos meios de cultura e as suspensdes, com

densidades de 6.000 a 66.000 células/mL e um volume final de 1 mL, foram

colocadas em diferentes sistemas de placas de cultura de 24 pocos:
standard (TPP®); cell+ (Sarstedt®) ou hidrofobicas (Sarstedt®). Apos a

primeira semana, ambas as células aderentes e em suspensdo foram

observadas, independentemente da co-cultura estudada.
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4.3.7.3 Cultura das células: passagem das células aderentes

De modo a propagar as células, foram testados diferentes métodos
(solucdes) para a passagem das células aderentes: solucdes de tripsina-
EDTA (Gibco 25300) ou de colagenase la 1000 U/mL (Sigma C2674) e
solugbes sem proteases, nomeadamente a solucdo de desalojamento de
células (SDC) (Sigma C5914) e a solucdo HyQ Tase (Hyclone, SV30030).

4.3.7.4 Cultura das células: propagacdo das células por longos

periodos

Apés ter uma confluéncia superior a 70% de células aderentes em pocos de
placa de 24 pocos, inoculamos sistemas de cultura estatica, designados por
t-flask, de 25 cm2 (T25) (TPP 90026) e a suspensado celular obtida foi
reinoculada no meio sem soro ECBIoNS19, tendo-se posteriormente
procedido a identificacdo das suas células.

4.3.7.4.1 Imunoreactividade a nestina nas culturas por longos periodos

Utilizou-se o protocolo de imunofluorescéncia ja anteriormente descrito na
seccdo 4.3.6.2 (4.3.6.2.1 a 4.3.6.2.6).

4.3.7.4.2 Percentagem de células CD133-positivas nas culturas por

longos periodos

Também se analisou a percentagem de células CD133-positivas presentes
na cultura por longos periodos. Foi utilizada a co-cultura EO + LO com 139
dias. Removeram-se as células aderentes de um sistema T25 e procedeu-se
a separacdo magnética pela técnica anteriormente descrita na seccao
4.3.6.1.
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4.3.7.4.3 Imunoreactividade a B-tubulina (isotipo Ill) nas culturas por

longos periodos

Foi usado um anticorpo monoclonal anti-B-tubulina isotipo Il (rato) (Sigma
T8660), nas 2 diluicdes que sdo sugeridas na literatura: 1.100 ou 1:1000.
Testaram-se as células aderentes a uma superficie de poli-L-ornitina e as

células em suspensao.

4.3.7.4.4 Imunoreactividade ao GFAP nas culturas por longos periodos

O protocolodo de imunofluorescéncia foi idéntico ao descrito para a B-
tubulina. Foi usado um anticorpo anti-GFAP (rato) (Chemicon MAB360) a
uma diluicdo de 1:500.

4.3.7.4.5 Imunoreactividade a vimentina nas culturas por longos

periodos

Foi avaliada com o anticorpo monoclonal anti-vimentina humana (de rato)
(Novo Castra, NCL-L-VIM-V9) a uma diluicdo de 1:100.
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Dissociacao dos tecidos

A melhor solucdo enzimatica, isto é, a que deu os melhores resultados na
dissociacdo dos tecidos com viabilidade e proliferacdo celular foi a que
combinou a Colagenase la numa concentracdo maxima de 2000 U/ml com a
Dnase | numa concentracdo de 20 U/mL. O melhor tampéo foi o HBSS

contendo calcio e magnésio. As Figuras 4.3 e 4.4 mostram uma solucao

celular tipica ap6s o protocolo de dissociacao.

Figura 4.4 Suspens&o celular obtida apos a dissociagdo da lamina prépria. Escala: 100 pm.
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4.4.2 Contagem e viabilidade das células ap6s a dissociagao

No final da dissociagdo (enzimatica e mecéanica), 68-91% das células obtidas
eram eritrocitos. A lise dos eritrécitos iniciou-se 1 semana depois da
dissociacdo, ndo se tendo observado uma diminuicdo da proliferacdo das
células estaminais nesse processo. As células ndo sanguineas viaveis,
determinadas pelo método de exclusdo do azul de tripano correspondiam a
60.000 a 264.000 por amostra, e a suspensdo de células apresentava
viabilidades de 75-100%. Uma vez que as amostras tinham 1 a 3 mm?® de
volume calcula-se que existam entre 60.000 a 264.000 células néo

sanguineas viaveis por 1 a 3 mm?® de mucosa olfactiva.

4.4.3 Teor em células estaminais: separacdo magnética

A separacdo magnética das células CD133-positivas e negativas levou a
uma perda média de 73% das células dissociadas ndo hematicas (viaveis e
nao viaveis). O numero de células CD133-positivas viaveis representou, em
média, 67% do total de células viaveis recuperadas (CD133-positivas e
negativas), demonstrando que a mucosa olfactiva € um tecido muito rico no
que respeita a células estaminais. As Figuras 4.5 e 4.6 mostram a morfologia

tipica das células CD113-positivas e CD133-negativas apos a dissociacao.

Figura 4.5 Suspensédo celular de células CD133-negativas. A separacdo magnética foi realizada

usando a mistura das suspensdes do epitélio e Iamina propria. Escala: 100 ym.
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Figura 4.6. Suspensédo celular de células CD133-positivas. A separagdo magnética foi realizada

usando a mistura das suspensdes do epitélio e lamina propria. Escala: 100 ym.

4.4.4 Teor em células estaminais: imunofluorescéncia

4.4.4.1 Passos da imunofluorescéncia: adesao celular a uma superficie

As células ndo aderiram nem ao vidro simples nem ao vidro recoberto por
gelatina ou colagéneo. Quer a poli-D-lisina quer a poli-L-ornitina permitiram
uma adesdao celular que se inciou apos 24 horas em condicdes normais de

cultura, mas a poli-L-ornitina foi a substancia mais eficaz para este propadsito.

4.4.4.2 Passos da imunofluorescéncia: bloqueio

Os melhores resultados foram obtidos com a solucdo de BSA a 2% (p/v)
suplementada com Triton XIOO a 0.1%.

4.4.4.3 Passos da imunofluorescéncia: marcagado das células

Nas figuras 4.7, 4.8 e 4.9 podem observar-se células nestina-positivas. Nem
todas as ceélulas do pool de células obtido apds a dissociacdo da mucosa
olfactiva (sem separacdo magnética) sdo nestina-positivas. A proporcao
destas células € de 69% em média, praticamente igualando a proporcéo de
células que, na separacdo magnética, eram CD133-positivas (67%). Quando
se pondera a propor¢cdo de células que sdo nestina-positivas apés a
separacdo magnética (s6 analisando as que eram CD133-positivas), este
valor sobe para 90-100%.
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Figura 4.7 Células nestina e CD133-positivas da mucosa olfactiva (epitélio + lamina prépria) 1 dia
apos a dissociacdo. Os agregados celulares sdo maiores do que os observados logo no final da
dissociagdo do tecido (ver Figuras 4.3. e 4.4.) Escala: 20 pm.

Figura 4.8 Células nestina-positivas sem separa¢do magnética (epitélio + [amina prépria) 1 dia apés a

dissociagdo. Escala: 20 pm.

Fig. 4.9 Outra imagem das células nestina-positivas sem separagdo magnética (epitélio + lamina

prépria) 1 dia apds a dissociagdo. Escala: 20 um.

4.4.5 Cultura das células estaminais olfactivas

Das diferentes 20 formulacdes do meio de cultura sem soro que foram

avaliadas, a que demonstrou melhores resultados na proliferacdo das
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células estaminais olfactivas foi a formulag@o 19, que se passou a designar
de ECBioNS19. Este meio permitia o melhor crescimento, quer das células
aderentes, quer dos agregados, e era constituido por meio Neurobasal®,
suplementado com putrescina, progesterona, selenito de sodio, insulina,

transferrina, B27, LiCL, ATP, heparina, prolactina e acido glutamico.

Comparando o resultado do meio ECBiIoNS19 com o resultado de outros
meios que diferiam do primeiro pela auséncia de alguns componentes, foi
possivel determinar o efeito de cada um desses componentes individuais
quando adicionado ao meio de cultura. De acordo com o numero de células
e morfologia celular, o resultado de cada meio foi avaliado numa escala de 1
a 10, tendo sido de seguida determinada a diferenca entre a pontuacéo
média quando cada um dos componente estava e quando ndo estava

presente (efeito principal) (Figura 4.10).

Acido glutamico

Prolactina

LIF

H : H 8dias
eparina
- m S dias

nee

ATP
LiCl
B27 =
|
0 10 20 30 40
Efeito principal

Fig. 4.10 Resultados dos componentes individuais dos meios de cultura.
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Todos os componentes testados tiveram um efeito positivo na proliferacao
celular. A prolactina em particular parece ser crucial para a fase inicial da

cultura.

As células que foram inoculadas nos diferentes meios de cultura eram
constituidas por pequenos agregados de 3 a 5 células, obtidas a partir do
processo de dissociagao anteriormente descrito (Figura 4.11).

Fig. 4.11 Células inoculadas no meio de cultura sem soro no dia 0. Escala: 100 pm.

Entre 0 5° e o0 20° dia de cultura, observou-se a formacdo de grandes
agregados de células (neuroesferas) (Figuras 4.12 a 4.14).

=]

Fig. 4.12 Agregados de células no meio de cultura no dia 5. Verifica-se que os agregados sdo

maiores do que os que foram inoculados no inicio da cultura, que sé tinham 3 a 5 células (ver Figura
4.3.). Escala: 100 pm.
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Fig. 4.13 Os agregados de células sdo ainda maiores no dia 8, comegcando a apresentar uma

configuragéo esférica (neuroesferas). Escala: 100 pm.

Fig. 4.14 Pormenor de uma neuroesfera tipica, observada no 20° dia de cultura. Escala: 100 ym.

4.4.6 Co-culturas no meio ECBioNS19

A Figura 4.15 mostra uma co-cultura OE + OL, uma semana depois da
dissociacdo. Observam-se varios tipos de células em suspensédo: células
grandes (seta); células pequenas (triangulo); eritrocitos lisados (quadrado) e
largos agregados (circulo). E interessante verificar que tipicamente os
primeiros agregados a serem formados apresentaram um centro interior

compacto rodeado por uma camada de células bem visivel e organizada.

Pelo contrario, as células aderentes, formam tipicamente pequenos

agregados de células pequenas (Figura 4.16).
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Fig. 4.15 Células em suspensdo na co-cultura de células da mucosa olfactiva, uma semana apds a

dissociagdo. Escala: 100 um.

Fig. 4.16 Células aderentes na co-cultura de células da mucosa olfactiva, uma semana apds a

dissociagdo. Escala: 100 ym.

Entre a 22 e a 4@ semana, 0s agregados em suspensdo comecam a aderir &

superficie disponivel.

As Figura 4.17 a 4.22 mostram culturas OE e OL ou co-cultura OE+OL aos
dias de cultura 16 e 41, verificando-se que as células aderentes estdo

firmemente compactadas formando camadas continuas ou agregados.

Fig. 4.17 Células estaminais 16 dias apds a dissocia¢é@o e inoculacdo no meio ECBioNS19. Cultura
OE. Escala: 100 pm.
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Fig. 4.18 O mesmo, cultura OL. Escala: 100 ym.

Fig. 4.20 Células estaminais 41 dias apés a dissociagdo e inoculagdo no meio ECBioNS19. Cultura
OE. Escala: 100 pm.
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Fig. 4.21 O mesmo, cultura OL. Nesta fase foi possivel observar células com uma morfologia mais

alongada, semelhante a neurdnios bipolares. Escala: 100 pm.

Fig. 4.22 O mesmo, cultura OE+OL. As células de morfologia bipolar sdo muito evidentes nesta

imagem. Escala: 100 pm.

A observacdo cuidadosa permitiu ainda detectar no dia 30 células de
morfologia mais alongada, incluindo células de morfologia bipolar (Figura
4.23)).

Fig. 4.23 Células com morfologia tipo neurénio bipolar. Escala: 100 ym.
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Foi também demonstrada a presenca de células nestina-positivas ao dia 19
nas culturas OE e OL ou na co-cultura OE+OL. Nesta analise verificou-se
que nas culturas OE e OE+OL as células eram praticamente todas nestina-
positivas (Figuras 4.24 e 4.26 a 4.29), enquanto que nem todas as células
eram nestina-positivas nas culturas OL (Figura 4.25). Quanto a morfologia, a
morfologia das células nestina-positivas é alongada (Figuras 4.27 e 4.28) ou

mesmo similar ao do neurdnio bipolar olfactivo (Figura 4.29).

/Nestina

Fig. 4.24 Células nestina-positivas ao dia 19 na co-cultura OE. Escala: 20 ym.

)API/Nestina

Fig. 4.25 Cultura OL, dia 19. Células com nucleo marcado pelo DAPI mas sem marcagéo

citoplasmatica pela nestina. Escala: 20 ym.

I/Nestina
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Fig. 4.26 Células nestina-positivas ao dia 19 na co-cultura OE+OL. Escala: 20 um.

DAPI/Nestina

Fig. 4.27 Morfologia das células nestina-positivas ao dia 19 na cultura OE. Escala: 20 pm.

/Nestina

Fig. 4.28 Algumas células da cultura OL sdo nestina-positivas. Escala: 20 ym.

PI/Nestina

Fig. 4.29 A morfologia das células nestina-positivas ao dia 19 na co-cultura OE+OL é semelhante ao

do neurdnio bipolar olfactivo. Escala: 20 ym.

4.4.7 Passagem das células aderentes

Das duas soluc¢des avaliadas (tripsina e colagenase), apenas a tripsina foi
rapidamente eficaz. No entanto ambas sdo proteases, e existe o risco de

poderem danificar os receptores celulares das células estaminais, que sao
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cruciais na manutencédo do seu estado ndo diferenciado. Por outro lado a
inibicdo das proteases, passo necessario quando se usam estas solucoes,
implica a utilizacdo de soro, processo que queriamos evitar nas nossas

culturas celulares.

No que diz respeito as solu¢cbes sem proteases, foram eficazes na remocao
das células aderentes a crescer em meio sem soro ECBioONS19, embora
com menor eficacia do que quando se usou a tripsina. A solucdo SDC foi
usada como a solucao standard para remocao das células aderentes.

Curiosamente, os melhores resultados na cultura foram obtidos quando as
neuroesferas primarias ndo foram separadas das células aderentes,
resultados que contrastam com o0s mencionados na literatura médica. As
neuroesferas primarias acabaram por ficar aderentes a superficie do vidro,
tendo migrado para a superficie disponivel (Figuras 4.30 e 4.31). As células
levaram em média cerca de 1-2 meses a atingirem a confluéncia de 60-90%,

dependendo do inéculo.

Fig. 4.31 Co-cultura OE+OL em microscopia de contraste de fase aos 2 meses. Escala: 100 ym.
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4.4.8 Propagacéo das células e cultura por longos periodos

A co-cultura que demonstrou melhores qualidades na proliferacdo das
células estaminais da mucosa olfactiva a longo prazo (até 7 meses) foi a

constituida por células de toda a mucosa olfactiva (OE + OL).

Quando a suspensédo celular obtida foi reinoculada no meio sem soro
ECBIioNS19, as células voltaram a formar neuroesferas. Tipicamente, 0
tempo de duplicacdo destas células foi de 15 dias durante os primeiros 6
meses (Figuras 4.32 a 4.35). Os sistemas de cultura estatica T25 com uma
confluéncia de células aderentes de 75-90% apresentavam tipicamente, em
média, 375.000 células estaminais olfactivas com uma viabilidade média de
77%.

>4 \
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Fig. 4.33 Outra imagem de microscopia de contraste de fase mostrando a morfologia das células
estaminais da mucosa olfactiva (co-cultura do epitélio e da lamina prépria) aos 3-4 meses. Escala: 100

um.
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Fig. 4.34 Microscopia de contraste de fase mostrando a morfologia das células estaminais da mucosa

olfactiva (co-cultura do epitélio e da lamina propria) aos 6 meses. Escala: 100 um.

Fig. 4.35 Microscopia de contraste de fase mostrando a morfologia das células estaminais da mucosa

olfactiva (co-cultura do epitélio e da lamina propria) aos 6 meses. Escala: 100 um.

4.4.8.1. Imunoreactividade a nestina nas culturas por longos periodos

A marcacdo das células por técnicas de imunofluorescéncia evidenciou
células nestina-positivas nos varios tempos da cultura por longos periodos
gque foram avaliados (Figuras 4.36 a 4.41). Todas as células séo
persistentemente nestina-positivas até aos 5-6 meses, mas € interessante
assinalar que a partir dos 5 meses de cultura se observaram células com
morfologia mais alongada que ndo formam agregados. Aos 6 meses a
populacdo de células mostrou ser 90 a 100% pura. Estes resultados
confirmam que € possivel propagar células estaminais nestina-positivas
como células aderentes e manté-las no seu estado nado diferenciado. Por

outro lado, ndo se observou uma contaminagéo com fibroblastos.
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Fig. 4.36 Células nestina-positivas ao dia 95 na co-cultura OE+OL. Escala: 20 ym.

[Nestina

Fig. 4.37 Células nestina-positivas ao dia 95 na co-cultura OE+OL. Escala: 20 pm.

/Nestina

Fig. 4.38 Células nestina-positivas ao dia 123 na co-cultura OE+OL. Escala: 20 pm.

/Nestina

Fig. 4.39 Células nestina-positivas ao dia 123 na co-cultura OE+OL. Escala: 20 ym.
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/Nestina

Fig. 4.40 Células nestina-positivas ao dia 151 na co-cultura OE+OL. Escala: 20 um.

/Nestina

Fig. 4.41 Células nestina-positivas ao dia 151 na co-cultura OE+OL. Escala: 20 pm.

4.4.8.2 Células CD133-positivas nas culturas por longos periodos

A separacdo magnética para analisar a percentagem de células CD133-
positivas no dia 139 da cultura determinou que 25% das células (e portanto

25% das células nestina-positivas) eram CD133-positivas.

4.4.8.3 Imunoreactividade a B-tubulina (isotipo Ill) nas culturas por

longos periodos

As células apresentaram ser B-tubulina (isotipo Ill)-negativas em ambas as
diluicbes até aos 4 meses de cultura. Apds os 4 meses, sO as células de

morfologia mais alongada eram B-tubulina (isotipo IIl)-positivas (Figura 4.42).
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/p-tubulina 1:100

Fig. 4.42 Células B-tubulina (isotipo Il)-positivas aos 4 meses de cultura na co-cultura OE+OL, na

superficie. Escala: 20 ym.

4.4.8.4 Imunoreactividade ao GFAP nas culturas por longos periodos

N&o se observaram células positivas ao GFAP, independentemente do
tempo de cultura e da morfologia das células estudadas: redondas, bipolares

e alongadas.

4.4.8.5 Imunoreactividade a vimentina

As células foram vimentina positivas em todos os tempos de cultura.
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4.5 DISCUSSAO

4.5.1 Resumo geral dos resultados

Os resultados deste estudo confirmam a presenca de células estaminais na
mucosa olfactiva humana. O isolamento das células estaminais ja tinha sido

obtido em bidpsias da mucosa olfactiva (wolozin, Sunderland, Zheng et al. 1992; Feron,
Perry, McGrath et al. 1998; Roisen, Klueber, Lu et al. 2001; Klueber, Roisen e Lu 2003; Winstead,

Marshall, Lu et al. 2005), mas pela primeira vez as ceélulas foram quantificadas
logo apds a dissociacdo da mucosa: 67-69% das 60.000 a 264.000 células
isoladas por 1 a 3 mm® de mucosa olfactiva sdo células estaminais da linha

neural.

A combinacdo da fonte (mucosa olfactiva humana) e processo de cultura
(invencdo patenteada pelo nosso grupo de investigacdo) permitiu
estabelecer uma cultura de células estaminais/progenitoras humanas adultas
em meio sem soro ECBIoONS19. Estas células, sempre em cultura na

auséncia de soro, foram capazes de proliferar durante pelo menos 7 meses.

4.5.2 Limitacdes do estudo

Muitos dos procedimentos realizados neste estudo fizeram uma analise
individualizada dos 2 componentes da mucosa olfactiva: neuroepitélio e
lamina prépria, que para o efeito foram separados por disseccao
microscopica, tal como ja descrito na literatura médica em animais de

experimentac&o (Feron, Mackay-Sim, Andrieu et al. 1999; Lu, Feron, Ho et al. 2001).

O racional da separacao entre o neuroepitélio e a lamina prépria baseou-se
na tentativa de distinguir a localizacdo, na mucosa olfactiva, das células
estaminais com interesse para serem utilizadas nos estudos de regeneracgéo
e reparacao do tecido nervoso. A distingdo pode ser importante, uma vez
gue se reconhece que sao dois os tipos de células que existem na mucosa
olfactiva com estas propriedades potenciais: as células estaminais do

neuroepitélio e a as OEC da lamina prépria (Calof, Mumm, Rim et al. 1998; Huard,
Youngentob, Goldstein et al. 1998; Kato, Honmou, Uede et al. 2000; Lu, Feron, Ho et al. 2001; Roisen,
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Klueber, Lu et al. 2001; Ramer, Au, Richter et al. 2004; Murrell, Feron, Wetzig et al. 2005; Xiao,

Klueber, Lu et al. 2005; Tarasenko, Gao, Nie et al. 2007; Yan, Xu, Welsh et al. 2007).

Os estudos realizados identificaram diferengas pouco importantes e
consistentes nos resultados quando se utilizou neuroepitélio, lamina propria
ou ambos os tecidos, o que estd de acordo com as evidéncias de que
existem células estaminais nos tecido epitelial e no tecido ndo epitelial da
mucosa olfactiva (Murdoch e Roskams 2007: Tome, Lindsay, Riddell et al. 2009). E
necessario mencionar, todavia, que, ao contrario do que é referido na
experimentacdo animal, a separacado entre o epitélio e a lamina prépria na
mucosa olfactiva humana néo é facil, por ndo se conseguir individualizar um

plano nitido entre estas duas estruturas durante a microdisseccao.

4.5.3 Importancia clinica dos resultados

Os resultados contribuem para fundamentar a técnica que usamos para o
tratamento da lesdo traumatica cronica severa da medula espinal, uma vez
que esclarece a composicédo celular da mucosa olfactiva e quantifica as
células estaminais. Este estudo tem uma importancia acrescida pois as
amostras foram obtidas a partir do material recolhido dos proprios doentes

gue foram operados pela técnica mencionada.

O estudo conclui ainda que é possivel colher, isolar, identificar, cultivar e
proliferar as células estaminais da mucosa olfactiva. Um aspecto importante
da invencdo na qual estes procedimentos sdo descritos tem a ver com a
utilizacdo de um meio sem soro (0s meios com soro tém origem animal) para
a cultura e proliferacao das células estaminais. A utilizacdo de um meio sem
soro nos meios de cultura das células elimina a possibilidade de transmitir
infec¢Bes as células cutivadas e abre novas perspectivas quanto a utilizagéo
das células cutivadas em investigacbes ou aplicacdes clinicas nos seres
humanos (Hashimoto, Onodera, lkeda et al. 2000; Zhang, Klueber, Guo et al. 2004; Carvalhal,

Lima, Basto et al. 2007).
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4.5.4 InvestigagOes futuras

A invencgdo de um meio sem soro destinado a cultura de células estaminais
da linha neural abre caminho a outras investigacdes na area da medicina
regenerativa. E razodvel antecipar que as células estaminais olfactivas
autologas, obtidas por biopsia endoscopica das fossas nasais e cultivadas
em laboratorio, possam ser utilizadas no tratamento de varias doencas

traumaticas ou degenerativas do sistema nervoso central.

Para tal, é necessario optimizar as técnicas de cultura e desenvolver
investigacdo laboratorial que preceda e acompanhe a necesséria
investigacdo clinica nesta area. A antecipacdo da transplantacdo autéloga,
por outro lado, torna ainda mais necessario o envolvimento do
otorrinolaringologia nas investigacdes, uma vez que nao se trata apenas de
realizar uma biopsia, ha que estudar a mucosa olfactiva e cultivar as células

em cada doente individual.

O Servico de Otorrinolaringologia da instituicdo esta associado a iniciativa de
criar de um laboratdrio de cultura de células estaminais no Centro Hospitalar
de Lisboa Ocidental, que servirhd de suporte a realizacdo de projectos de
investigacdo de translacdo. Pretende-se que o laboratério se possa associar
a instituicbes congéneres nacionais e internacionais ou a instituicdo
académica, que tenha vocacao multidisciplinar e ligacdo forte a clinica. Um
dos projectos que esta a ser preparado nesta area destina-se a avaliar a
seguranca e a eficacia da administracdo de células estaminais olfactivas

autdlogas no tratamento de pacientes com esclerose lateral amiotrofica.

45.4. Conclusdes

As investigagOes realizadas na area da cultura das células estaminais da
mucosa olfactiva foram importantes pois vieram consolidar e validar a
técnica da autotransplantacdo de mucosa olfactiva no tratamento das lesdes

traumaticas cronicas da medula espinal.

Por outro lado, os resultados dos estudos irdo contribuir para prosseguir na
investigacdo de novas aplicacdes clinicas para as células estaminais da

mucosa olfactiva.
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CAPITULO 5

SEGURANCA E EFICACIA DOS AUTO-TRANSPLANTES
DE MUCOSA OLFACTIVA NO TRATAMENTO DAS
LESOES TRAUMATICAS CRONICAS SEVERAS DA

MEDULA ESPINAL EM SERES HUMANOS






5.1 INTRODUCAO

Actualmente, j4 se assiste a uma transferéncia para a medicina clinica,
mesmo que ainda em fase de ensaio experimental, dos progressos que tém
sido obtidos em investigacdo nas ciéncias basicas no campo da medicina
regenerativa. As lesBes traumaticas cronicas da medula espinal, outrora
tidas como irreversiveis e sem esperanca de cura ou sequer de melhoria
para os doentes, sdo um exemplo de uma situacdo onde as células
estaminais poderdo oferecer algumas esperancas de melhoria concreta,
mesmo que limitada, a alguns dos doentes afectados, contribuindo para

melhorar a capacidade funcional e a qualidade de vida destes doentes.

S&o dois os tipos de células que existem na mucosa olfactiva e reinem um
consenso entre 0s cientistas acerca do beneficio potencial da sua utilizagéo
na regeneracdo e na reparacdo da medula espinal lesionada: as células

estaminais e as OEC (calof, Mumm, Rim et al. 1998; Huard, Youngentob, Goldstein et al.

1998; Kato, Honmou, Uede et al. 2000; Lu, Feron, Ho et al. 2001; Roisen, Klueber, Lu et al. 2001;
Ramer, Au, Richter et al. 2004; Murrell, Feron, Wetzig et al. 2005; Xiao, Klueber, Lu et al. 2005;

Tarasenko, Gao, Nie et al. 2007; Yan, Xu, Welsh et al. 2007).

A mucosa olfactiva € a Unica parte do sistema nervoso que mantém uma
capacidade duradoura de neurogénese e axogénese durante toda a vida
(Graziadei e Graziadei 1979), € a mucosa olfactiva e as suas células esta
prontamente acessivel para colheita por meio de técnicas que sé&o
minimamente invasivas (Winstead, Marshall, Lu et al. 2005; Lima, Pratas-Vital, Escada et al.

2006).

A hipétese principal deste estudo é a de que o tecido da mucosa olfactiva,
uma vez transplantado para o local da lesdo, pode promover a axogénese e
a neurogénese nos doentes com leséo cronica traumatica da medula espinal
e levar a uma melhoria da condi¢cdo neuroldgica, dos aspectos funcionais e

da qualidade de vida destes doentes.

Do ponto de vista da interpretacdo dos resultados do estudo, e na
impossibilidade de avaliar no ser humano, por motivos Obvios, as

modificacdes histologicas induzidas pelo transplante no local da leséo —
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modificacdes essas que ja foram demonstradas em experimentacdo animal
pelo nosso grupo de investigagao (Lima e Pratas-Vital 1987; Iwatsuki, Yoshimine, Kishima
etal. 2008) (Figuras 5.1 e 5.2) - € importante a verificacdo de que 0 mecanismo
da melhoria, quando ocorra, tem a ver com o0 restabelecimento da
conectividade neural e ndo com outros mecanismos ligados a plasticidade

neuronal das zonas néo lesionadas, que também ja foram relatados (Steeves,

Lammertse, Curt et al. 2007).

espinal de um rato sacrificado 10 semanas apds o autotransplante de mucosa olfactiva. Axénios
paralelos e fibras citoqueratina-positivas, que ndo eram observaveis nos controlos, séo observaveis na

porcdo caudal da medula espinal (Lima, Pratas-Vital, Escada et al. 2004).

Rostral Caudal

Fig. 5.2 Imagem de um corte histopatol6gico da medula espinal de um rato sacrificado 10 semanas
apos o autotransplante de mucosa olfactiva. Duas semanas antes de ser sacrificado, foi realizada uma
craniotomia e injectado no cortex motor o neuromarcador anterégrado imunofluorescente dextrana-
amina-biotinilada (BDA). A imunofluorescéncia marca o tracto cortico-espinhal. Verifica-se a presenga

do marcador quer na parte da medula espinal rostral a lesdo e ao transplante (graft), quer na parte
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caudal, apesar de nesta o marcador apresentar, naturalmente, uma distribuicdo mais limitada

(Iwatsuki, Yoshimine, Kishima et al. 2008).

Nessa medida, os estudos experimentais que foram desenvolvidos pelo
Nnosso grupo procuraram que o desenho de investigacdo permitisse
responder também, com clareza, a questdo anteriormente formulada. Para
isso foram seleccionados unicamente doentes sem qualquer actividade
motora abaixo do nivel da lesdo da medula espinal, isto € com lesbes
motoras completas, e cuja lesdo fosse cronica. Nestes doentes a historia
natural da sua condicdo neurolégica ja foi bem documentada: qualquer

recuperacdo neuroldgica € nula ou muitissimo limitada (McDonald, Becker,
Sadowsky et al. 2002; Burns, Lee, Ditunno et al. 2003; Kirshblum, Millis, McKinley et al. 2004; Fisher,
Noonan, Smith et al. 2005), mesmo quando sao realizados programas intensos de

reabilita(;éo (Wirz, Colombo e Dietz 2001; Harness, Yozbatiran e Cramer 2008).

Deve ser mencionado que a valorizacéo do significado clinico dos resultados
obtidos com os tratamentos, na perspectiva dos doentes, estard mais bem
representada em variaveis que avaliem a sua capacidade funcional para
realizar as actividades do dia-a-dia ou que avaliem o seu nivel de
participacdo nas actividades sociais (qualidade de vida). Todavia, ndo cabe
no ambito nem é propdsito desta tese uma discussédo mais aprofundada dos
aspectos que se prendem com a recuperagcdo neurolégica dos doentes em
todos as vertentes e nas suas diferentes dimensdes. Pelo contrario, numa
Optica que interessa mais a otorrinolaringologia e que se dirige
predominantemente para o esclarecimento do papel efectivo das células
estaminais da mucosa olfactiva na regeneragdo e reparagcdo da medula
espinal, as varidveis que importa apresentar com maior enfase neste
trabalho sdo, como ja foi referido, as que sejam representativas do
restabelecimento da conectividade neural e sirvam, em consequéncia, como
“prova do principio”. Sao elas: a recuperagao neuroldgica, em particular a
recuperagcdo neuroldgica motora abaixo do nivel da lesdo; e avaliagcbes
electrofisiolégicas que documentem objectivamente a conectividade, como a

electromiografia ou 0s potenciais evocados somatosensitivos.

Este trabalho apresentara os resultados de 2 estudos que ja foram

realizados:
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O primeiro - um estudo piloto realizado em seres humanos - um ensaio
clinico da Fase 1 — que descreve os resultados dos autotransplantes de
mucosa olfactiva realizados em 7 doentes entre Julho de 2001 e Marco de
2003. Este estudo ja foi publicado numa revista norte americana com comité
de seleccao, o Journal of Spinal Cord Medicine (Lima, Pratas-Vital, Escada et al. 2006)
e nele ndo se registaram complicagcbes ou efeitos adversos importantes,
tendo-se observado melhorias significativas no estado neurolégico -
actividade motora e sensibilidade - num periodo de follow-up que foi até aos

18 meses.

O segundo — um ensaio clinico da Fase 2 — que descreve os resultados dos
autotransplantes de mucosa olfactiva realizados entre Novembro de 2003 e
Marco de 2006 em 20 doentes adicionais. Os resultados deste estudo foram
também recentemente publicados numa outra revista norte americana com
comité de selecgdo, o Neurorehabilitation and Neural Repair (Lima, Escada,
Pratas-Vital et al. 2009). Neste estudo, verificou-se uma complicacdo significativa
em 1 doente - um quadro de meningite asséptica que requereu
reinternamento - e observaram-se melhorias significativas no estado
neurolégico, nas avaliacdes electrofisioldgicas, na capacidade funcional e na

qualidade de vida dos doentes.
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5.2 OBJECTIVOS

O objectivo principal destes estudos € o de demonstrar a seguranca e a
eficacia dos auto-transplantes de mucosa olfactiva no tratamento das lesdes

traumaticas cronicas da medula espinal.

Secundariamente, pretende-se provar o papel da mucosa olfactiva nos
resultados dos estudos, apresentando evidéncias da conectividade neural.
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5.3 METODOS

5.3.1 Estudo da Fase 1
5.3.1.1 Desenho do estudo

Este estudo foi concebido como um estudo piloto (com um nimero limitado
de doentes), destinado primariamente a provar a exequibilidade e a
seguranca da técnica cirargica, e nessa medida foi considerado um estudo
da fase 1. Foi aprovado pela Comisséo de Etica do Hospital de Egas Moniz

e todos os participantes deram o seu consentimento informado por escrito.

5.3.1.2 Selecccao dos doentes e critérios de incluséo

Foram seleccionados doentes cronicamente paraplégicos ou tetraplégicos,
com lesdo traumatica da medula espinal ocorrida ha mais de 6 meses. Os
doentes foram recrutados ao longo de 2 anos, para que o estudo pudesse ser
interrompido se se registassem efeitos adversos importantes. Os critérios de
inclusédo foram: lesdo motora completa da medula espinal; idade = 18 e < 35
anos; lesdo na medula cervical ou na medula toracica; auséncia de patologia
naso-sinusal; auséncia de problemas médicos adicionais, outras doencas

neuroldgica e distUrbios psicoldgicos.

Foram seleccionados 7 doentes (4 paraplegicos e 3 tetraplégicos), 4 do sexo
masculino e 3 do sexo feminino, com idades compreendidas entre 0os 18 e 0s

32 anos (média de 23 anos).

Os doentes tinham lesdes na medula espinal que tinham ocorrido entre 6 e
78 meses antes (média 33 meses). As lesdes tinham resultado de acidentes
de viacdo (6 casos) ou de quedas (1 caso), situavam-se a um nivel da
medula espinal entre C4 e T10 e tinham entre 1,3 a 4 cm de maior dimenséo
vertical (média de 2,7 cm).
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5.3.1.3 Operacéao

O protocolo da operacao ja foi descrito noutra seccéo desta tese.

5.3.1.4. Estudos de seguimento

As avaliacdes pré- e pos-operatérias incluiram: avaliacdo neuroldgica pela
escala de incapacidade da Associagdo Americana da Lesdo Espinal
(American Spinal Injury Association — ASIA) (ASIA 2002; ASIA 2003),
electromiografia (EMG), estudos urodinamicos, ressonancia magnética da

medula espinal, exame otorrinolaringolégico e avaliacdo psicoldgica.
O estado neuroldgico dos doentes foi determinado de 6 em 6 meses.

A avaliacdo otorrinolaringolégica incluiu uma avaliacdo completa dos
ouvidos, fossas nasais (com endoscopia nasal) e faringe, avaliacdo da
capacidade olfactiva (teste de olfacto Smelldiskettes® da Novimed

Medizintechnik, Zurique, Suica) e tomografia computorizada naso-sinusal.

A duracao do seguimento foi de 18 meses em todos os doentes.

5.3.1.5 Anédlise estatistica

Foram utilizados testes ndo paramétricos. A percentagem de doentes com
melhoria no grau ASIA foi avaliada com o teste de McNemar. As pontuacdes
dos 4 componentes da escala ASIA foram avaliadas com os testes de
Wilcoxon e Friedman ANOVA.

5.3.1.6 Financiamento

As despesas da operacéo e da reabilitacdo foram suportadas pelo Servigo

Nacional de Saude.
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5.3.2 Estudo da Fase 2
5.3.2.1 Desenho do estudo

O estudo prospectivo, ndo aleatorizado e néo controlado, foi aprovado pelas
Comissdes de Etica do Hospital de Egas Moniz, Centro Hospitalar de Lisboa
Ocidental e dos outros centros associados. Todos os participantes deram o
seu consentimento informado por escrito e estavam plenamente conscientes
da natureza experimental do tratamento, da incerteza dos resultados e dos
efeitos secundarios possiveis, tais como dor, espasticidade, disautonomia,
agravamento das fun¢gbes motoras e sensitivas, infecgdo e outros efeitos

adversos imprevistos.

5.3.2.2 Seleccao dos doentes e critérios de incluséo

Os doentes foram seleccionados de entre os individuos com lesédo
traumatica da medula espinal com mais de 12 meses desde a lesdo e foram
referenciados de centros de reabilitacdo portugueses e um centro italiano,
especializados em tratamento de doentes com lesdes vértebro-medulares
(Quadro 5.1.).

Quadro 5.1 Centros de reabilitacdo participantes do estudo

Designacao Pais n
Centro de Medicina de Reabilitagdo Rovisco Pais, Tocha Portugal 7
Servi¢o de Medicina Fisica e de Reabilitagdo do Hospital S. Sebastido, Feira Portugal 5
Centro Giusti, Florenga Italia 8

Os critérios de inclusdo foram: lesdo motora completa da medula espinal;
idade = 18 e < 40 anos; lesdo na medula cervical £ 3 cm ou na medula
toracica < 4 cm; auséncia de patologia naso-sinusal; auséncia de problemas

médicos adicionais, outras doencas neuroldgicas e distarbios psicologicos.

Foram seleccionados 20 doentes com lesdo traumatica crénica da medula

espinal (7 paraplégicos e 13 tetraplégicos), 17 do sexo masculino e 3 do
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sexo feminino, com idades compreendidas entre os 19 e os 37 anos (média

de 30 anos).

Os doentes tinham les6es na medula espinal que tinham ocorrido entre 18 a
189 meses antes (média 49 meses), como resultado de acidentes de viagao
(14 casos), acidentes desportivos (4 casos) e acidentes de trabalhos (2
casos). As lesbes situavam-se a um nivel variavel da medula espinal entre
C4 e T12 e tinham entre 1,3 a 4 cm de maior dimenséao vertical (média de
2,4 cm).

5.3.2.3 Operacéao

O protocolo circunstanciado da operacéo ja foi descrito noutra seccdo desta

tese.

5.3.2.4 Reabilitacdo pré- e pés-operatéria

Todos os doentes realizaram reabilitacdo pré-operatéria (31,8 + 6,8 horas
semanais durante 34,7 £ 30 semanas) e reabilitacdo pds-operatoria (32,7 £
5,2 horas semanais durante 92 + 37,6 semanas. O trabalho de reabilitacéo
incluiu estratégias de fisioterapia estandardizadas para promover a funcéo
motora ao nivel e abaixo do nivel da leséo, iniciando o treino de marcha logo

gue possivel.

5.3.2.5 Estudos de seguimento

As avaliacOes pré- e pos-operatodrias incluiram: avaliagdo neurolédgica pela
escala de incapacidade da Associagdo Americana da Lesdo Espinal
(American Spinal Injury Association — ASIA) (ASIA 2002; ASIA 2003),
electromiografia (EMG), potenciais evocados somatosensitivos (SSEP),
estudos urodinamicos, ressonancia magnética da medula espinal, exame

otorrinolaringoldgico e avaliagdo psicologica.

Em 13 doentes foram aplicadas escalas para avaliar a capacidade funcional

para realizar as actividades do dia-a-dia (Functional Independence Measure
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- FIM) (Ditunno 1992; Anderson, Aito, Atkins et al. 2008) OU para avaliar a marcha

(Walking Index for Spinal Cord Injury - WISCI) (bitunno, Ditunno, Graziani et al. 2000).
O estado neurolégico dos doentes foi determinado de 6 em 6 meses.

A avaliacdo otorrinolaringologica foi sobreponivel a realizada no estudo da
Fase 1, todavia, uma vez que muitos dos doentes fizeram o seu follow-up
em centros de reabilitagdo distantes de Lisboa, ndo foi possivel o exame
objectivo, a endoscopia nasal ou a administracdo de testes olfactivos no
follow-up mais distante, tendo alternativamente sido administrado um
questionario no qual era inquirido o aparecimento ou permanéncia dos
seguintes sintomas: diminuicdo do olfacto; diminuicdo do gosto; obstrucéo

nasal; rinorreia; epistaxis; e cefaleias.

A duracdo média do follow-up foi de 27,7 meses (minimo de 12 e maximo de

45 meses).

5.3.2.6 Variaveis estudadas

As variaveis definidas para avaliar a seguranca e a eficacia estdo

apresentadas no Quadro 5.2.

Quadro 5.2 Outcome measures

Segurancga

Mortalidade
Incidéncia de complicacdes
Taxa de reinternamento
Percentagem de doentes com agravamento do grau na escala ASIA
Percentagens de doentes que ndo recuperaram o olfacto

Eficacia
Melhoria do grau na escala ASIA
Variacdo nas pontuagdes da escala ASIA
Percentagem de doentes que recuperaram a sensibilidade anal
Percentagem de doentes que recuperaram o controlo do esfincter anal
Percentagem de doentes que recuperaram a sensibilidade vesical
Percentagem de doentes que recuperaram o controlo do esfincter vesical
Variacédo no resultado da escala funcional FIM

Variacéo no resultado da escala funcional WISCI
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5.3.2.7 Anédlise estatistica

Devido ao reduzido nimero da amostra (n = 20), foi necesséria a utilizacdo
de testes exactos ndo paramétricos em vez de testes paramétricos
assimptoticos. O teste de Wilcoxon (signed-rank test ou teste de postos com
sinais) foi escolhido para testar a presenca de qualquer diferenca
estatisticamente significativa entre as avalia¢cdes iniciais e as Ultimas
avaliacdes realizadas. A regra de decisdo estatistica baseou-se num nivel
alfa de 0,05.

5.3.2.8 Financiamento

As despesas da operacdo e da reabilitacdo foram suportadas pelo Servico
Nacional de Saude (doentes portugueses) e pelas autoridades de saude

regionais da Toscania, Florenca (doentes italianos).
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5.4. RESULTADOS

5.4.1 Estudo da Fase 1
5.4.1.1 Exequibilidade

As intervengdes cirurgicas foram realizadas entre os dias 26 de Julho de
2001 e 12 de Margo de 2003 e foram bem toleradas por todos os doentes.

Em todos os casos foi possivel diferenciar microscopicamente, no intra-
operatorio (microscopio cirdrgico), o tecido nervoso normal da medula

espinal do tecido lesado (Figura 5.3).

Fig. 5.3 Campo cirdrgico da medula espinal de um doente, observando-se a cavidade da lesdo
medular, o tecido cicatricial que ird ser removido (asterisco amarelo) e o tecido nervoso de aspecto
normal (asterisco negro).

O exame histolégico do tecido cicatricial removido do campo cirdrgico
revelou a sua composicdo mista de elementos gliais e fibréticos, com

astrocitos, fibroblastos, colagéneo e laminina (Figura 5.4)
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Fig. 5.4 O tecido cicatricial removido da medula espinal de um doente operado evidencia a

exuberancia de colagéneo (verde) com raros axénios em feixes, envolvidos por células de Schwan

(Coloragéo Tricrémico de Masson 200X).

O exame histolégico do transplante confirmou que se tratava de mucosa
olfactiva contendo células estaminais em todos 0s especimens examinados
(Figura 5.5) e o exame microbiolégico directo e cultural do mesmo tecido foi

sempre negativo para bactérias, parasitas e fungos.

Fig. 5.5 Histologia da mucosa olfactiva num espécimen recolhido de um dos enxertos utilizados nas
operages (Coloragdo H&E X200).

5.4.1.2. Seguranca

Nao se registaram complicacbes pos-operatorias sistémicas, infec¢cdo na
ferida cirdrgica e complicacdes nas fossas nasais ou a nivel neuroldgico.

A ressonancia magnética realizada aos 6 meses de pés-operatdrio revelou
um preenchimento praticamente completo do local da lesdo em todos os

doentes excepto naquele que tinha a lesdo com maiores dimensodes (6 cm).
O preenchimento das lesGes tinha um aspecto de “sal e pimenta” (Figura
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5.6.) e ndo se se documentaram evidéncias de crescimento neoplasico do

tecido transplantado.

Fig. 5.6 Ressonancia magnetica. Ponderacdo T2 sagital de um doente tetraplégico em T5, com lesdo
completa motora e sensitiva (ASIA A), 6 meses apds a intervencgdo cirlrgica, revelando o aspecto

tipico em “sal e pimenta”.

Um doente registou um agravamento da sua condicdo neurolégica no pos-
operatorio, s6 na sensibilidade. Dois doentes mencionaram o aparecimento
de dor no tronco ou nos membros inferiores, mas a dor foi controlada com
medicacdo (gabapentina). Nao se registaram efeitos adversos no que diz

respeito a espasticidade, disreflexia ou controle da temperatura corporal.

N&o se registaram queixas nasais importantes no periodo do pds-operatorio.
A endoscopia nasal documentou a epitelizagdo completa da fenda olfactiva
em 2 doentes (Figura 5.7) e a presenca de algumas sinéquias e tecido
cicatricial em 5 doentes. O olfacto normalizou dentro de um periodo de 3

meses em todos os doentes.
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Fig. 5.7 Imagem endoscdpica da fossa nasal de um dos doentes do estudo da fase 1 no 3° més de
pos-opertdrio. Observa-se a epitelizacdo praticamente perfeita da superficie septal da regido olfactiva
(seta) (S=septo nasal; CM=corneto médio).

5.4.1.3 Eficacia

A avaliagcdo neuroldgica incluiu a aplicagdo da escala ASIA aos 7 doentes,
desde o préoperatorio até aos 18 meses, com avaliagcfes realizadas de 6 em
6 meses (Figura 5.8). Dois doentes transitaram do grau A para o grau C da
escala ASIA. Observou-se uma melhoria nas pontuacdes dos diferentes
componentes motores e sensitivos em todos os doentes excepto num, o
doente numero 4. A melhoria teve significado estatitico em todos os
componentes motores e sensitivos: teste de Friedman, sensory light touch
(x*=9.857, P=0.02), sensory pinprick (x’=8.143, P=0.043), motor membros
superiores (x°=7.962, P=0.047), e motor membros inferiores (x°=14.288,
P=0.003).

Em 2 doentes registou-se o0 aparecimento de actividade motora voluntaria
abaixo do nivel da lesdo, 1 doente recuperou a contraccdo voluntaria do
esfincter anal e 2 doentes recuperaram a sensibilidade vesical (sensagéo de

plenitude vesical).
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Fig. 5.8 Pontuacdes dos 4 componentes da escala ASIA nos 7 doentes durante os 18 meses de

follow-up.

Em 3 doentes nos quais havia a indicacdo de que apresentavam novos
movimentos voluntarios, a electromiografia confirmou a contraccdo

voluntéaria desses musculos (Figura 5.9).

Apesar das melhorias neuroldgicas que se registaram terem sido limitadas,
tiveram um impacto muito importante na sua qualidade de vida, permitindo,
entre outras coisas, dar passos com apoio de outras pessoas, mover as
pernas para diante sem ajudas utilizando canadianas, realizar transferéncias

da cadeira de rodas (nos doentes tetraplégicos).
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Fig. 5.9 (A e B) Electromiografia do musculo longo adutor da coxa esquerdo num doente que era

tetraplégico no pré-operatorio.
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5.4.2. Estudo da Fase 2
5.4.2.1 Seguranca

N&o houve mortalidade na nossa série. Em 5 (25%) dos doentes registaram-
se efeitos adversos resultantes do tratamento. Trés tiveram complicacoes
minimas que resolveram espontaneamente (colec¢do subcutanea de liquido
cefalo-raquidiano ao longo da cicatriz) ou com tratamentos simples (Quadro
5.3). Um doente desenvolveu um quadro tardio (um ano) de uma sindrome

do célon irritavel, que requereu modificacfes dietéticas e medicacéao.

Quadro 5.3 Incidéncia de complicacdes

n Complicagéo Tratamento

1 Coleccéo subcutanea de LCR Resolveu espontaneamente

1 Pneumonia Antibiéticos

1 Epistaxis Tamponamento nasal

1 Sindrome do célon irritavel Dieta, farmacos antiespasmaédicos e antidepressivos
1 Meningite asséptica Antibidticos

Apenas se registou uma complicacdo mais severa que requereu
reinternamento (5%). O doente em questdo desenvolveu um quadro de
meningite asséptica 2 semanas depois da operagdo, associado a uma
deterioracdo do estado neurolégico sensitivo e motor. Houve evidéncias
imagiol6gicas (ressonancia magnética) de edema da medula espinal. As
manifestagcbes agudas resolveram em 3 semanas com antibibticos
(vancomicina) e dexametasona. O doente recuperou 0 seu estado
neurolégico motor aos 2 meses, todavia ndo recuperou na totalidade o seu

estado neuroldgico sensitivo.

A maior parte da dor registada neste estudo foi de origem musculo-
esquelética ou cirargica, e resolveu com normalidade. Um dos doentes

desenvolveu um quadro tardio de sindrome do célon irritavel, que foi
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interpretado como de dor visceral. Ndo se registaram casos de aumento da
espasticidade no pés-operatério.

Todos os doentes mencionaram ter recuperado o olfacto, 95% deles em
menos de 3 meses. Todos os doentes negaram ainda o aparecimento de

défices do gosto, obstrucao nasal, rinorreia, epistaxis e cefaleias.

5.4.2.2 Eficacia

5.4.2.2.1 Avaliac&o neurologica (escala ASIA)

Os resultados estdo sumarizados nas Figuras 5.10. e 5.11. A melhoria
neurolégica média nos diferentes componentes da escala ASIA (motor
membros superiores, motor membros inferiores, light touch and pin prick) foi
estatisticamente significativa (p<0,01). A variacao foi ponderada entre o pré-

operatorio e a Ultima observacgéo realizada (28+11 meses).

Motor Legs

Motor Arms
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Fig. 5.10 Pontuac¢des dos componentes motores da escala ASIA nos 20 doentes do estudo da Fase
2. A pontuacdo dos membros superiores (motor arms) sé foi determinada nos 13 doentes
tetraplégicos. A linha tracejada representa os valores médios.
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Fig. 5.11 Pontuacdes dos componentes sensitivos da escala ASIA nos mesmos doentes.

Nove (45%) dos doentes que tinham pontuacdo de 0 na actividade motora
voluntaria dos membros inferiores melhoraram a sua pontuagdo nesta alinea
para valores entre 4 e 22, demonstrando que houve uma recuperacao
motora importante abaixo do nivel da lesdo da medula espinal, o que, como
anunciamos anteriormente, € uma evidéncia de conectividade neural e da

eficacia das células estaminais olfactivas na regeneracdo da medula espinal.

Dos 15 doentes que nédo tinham sensibilidade anal na avaliagéo inicial, 9
tinham-na recuperado no momento da ultima observacdo: 5 doentes no
primeiro ano e o0s restantes doentes depois deste tempo. Cinco dos 20
doentes sem contracgdo voluntaria do esfincter anal recuperaram-na: 1

doente no primeiro ano e os restantes doentes mais tarde.

Dos 15 doentes que nao tinham sensibilidade na bexiga (sensacéo de
plenitude) na avaliacéo inicial, 5 recuperaram-na: 1 doente no primeiro ano e
os restantes doentes depois dessa data. Apenas 1 dos 20 doentes sem
controlo do esfincter vesical recuperou neste aspecto, ao 22° més do pos-

operatorio.
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Onze (55%) dos doentes melhoraram o seu grau da escala ASIA: 6 doentes
do grau A para o grau C, 3 doentes do grau B para o grau C e 2 doentes do

grau A para o grau B (Quadro 5.4).

Quadro 5.4 Sumario dos graus da Escala ASIA

Grau ASIA no pds-operatério

Doente Baseline 6M 12M 18M 24-30M 36-48M LOCF
1 A A B C C C C
2 A A A A A
3 A A A A A A
4 A A A A A A
5 B C C B B B
6 A A A A A A
7 A A A B C C
8 B A A A A
9 A B C C C C

10 A A A A B B
11 A A A A A
12 A A B C C
13 A A A A A C C
14 B B B B C C C
15 B A A B C C C
16 A A A A A A A
17 A A A A A B B
18 A A A A A A
19 A A C C
20 B B C C

M = meses; LOCF = last observation carried forward

5.4.2.2.2 Avaliagéao funcional e da marcha

Treze doentes provenientes de 2 dos 3 centros de reabilitacdo (Centro
Giustu e S&o Sebastido, Santa Maria da Feira) foram avaliados com estudos
funcionais. A pontuacdo media da escala FIM (Functional Independence
Measure), destinada a avaliar a capacidade para a realizacdo das
actividades diarias, passou de 71+23 no pré-operatorio para 85+28 no ultimo
follow-up (p<0,01) (Figura 5.12).
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Fig. 5.12 Todos os doentes melhoraram na pontuagdo da escala FIM, destinada a avaliar as
capacidades para realizar as actividades diarias.

A pontuagdo média da escala WISCI (Walking Index for Spinal Cord Injury),
destinada a avaliar a marcha, passou de 0,2+0,4 na primeira observacao
para 7,4+2,6 no ultimo follow-up (p<0,01) (Figura 5.13).
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Fig. 5.13 A melhoria na escala destinada a marcha foi ainda mais impressiva.

Em termos clinicos, dos 13 doentes avaliados por esta escala: 1 consegue

deambular com canadianas e talas e sem ajudas de outras pessoas, 10
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conseguem deambular com andarilhos e ajuda e 2 outros doentes
conseguem deambular apenas em barras paralelas. No pré-operatorio

nenhum destes doentes conseguia realizar qualquer deambulacéo.

5.4.2.2.3 Avaliacdes electrofisiologicas

Na electromiografia foi documentada actividade voluntaria que ndo existia no
pré-operatorio em 15 (75%) dos doentes. Em 6 tetraplégicos e 5
paraplégicos registaram -se potenciais motores voluntarios nos membros

inferiores (Figura 5.14).

! -

Fig. 5.14 Achados electromiograficos dos musculos dos membros inferiores registados aos 18 meses
de follow-up, num doente previamente tetraplégico (C6-C7) com lesdo motora e sensitiva completa
(grau A da escala ASIA): os potenciais foram registados durante a actividade voluntaria nos musculos

quadricipede femoral, gastrocenémio e tibial anterior.

Nos potenciais evocados somatosensitivos recolhidos a nivel cortical (cortex
cerebral) a partir de uma estimulagcéo do nervo tibial, registou-se actividade
eléctrica que n&o existia no preé-operatorio em 4 doentes (Figura 5.15.).

Fig. 5.15 Achados dos potenciais evocados somatosensitivos (registo superior=pré-operatorio; registo

inferior=p6s-operatorio): observa-se a presenca de novas ondas P30 e P39 8 meses apds a operagao.
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5.4.2.2.4 Estudos urodinadmicos

Observaram-se melhorias nos resultados dos estudos urodindmicos no pos-
operatorio em 5 doentes, e particularmente em 1 deles os resultados foram
muito significativos, pois houve evidéncia de contraccdo voluntaria do

esfincter vesical.

5.4.2.2.5 Ressonancia magnética

A ressonancia magnética evidenciou o preenchimento completo ou quase
completo do local da lesdo em todos os doentes. A aparéncia da area da
medula espinal enxertada pode ser descrita como de “sal e pimenta”, em
“pipoca” (“pop corn”) ou uma aparéncia mista entre estas duas (Lima, Pratas-
vital, Escada et al. 2006). A aparéncia em “pipoca”, uma aparéncia mais
heterogénea e multiloculada é geralmente observada numa fase mais
cronica apés o tratamento cirdrgico (Figura 5.16). Nunca se documentaram
evidéncias de crescimento neoplasico do tecido ou siringomielia em nenhum

dos doentes.

Fig. 5.16 Ressonancia magnetica. Esquerda: ponderacdo T2 sagital de um doente tetraplégico em

C5, com lesdo completa motora e sensitiva (ASIA A), revelando uma lesdo quistica; Direita:
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ponderacéo T2 sagital do mesmo doente no pds-operatdrio mostra a aparéncia em “pipoca” tipica das

fases croénicas.
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5.5. DISCUSSAO

5.5.1. Resumo geral dos resultados

Os resultados destes estudos permitem demonstrar que a utilizacdo de
autotransplantes de mucosa olfactiva no tratamento de doentes com lesdo
cronica traumatica e severa da medula espinal é realizavel, razoavelmente

segura e potencialmente benéfica.

5.5.2. Limita¢gfes do estudo

As maiores limitacdes que podem ser atribuidas a este trabalho derivam de
ndo ser um estudo com grupo de controlo, seleccdo aleatorizada e
duplamente cego. Um desenho do estudo que incluisse estas caracteristicas
teria maior valor cientifico na confirmacdo da eficacia deste tipo de
tratamento. Todavia, existem motivos, sobretudo de ordem ética, para o

desenho do estudo que foi realizado.

Em primeiro lugar, para que o estudo pudesse ter as caracteristicas atras
mencionadas como as ideais, os doentes alocados ao grupo de controlo
teriam que ser submetidos a uma operacao ficticia (sham operation) que
deveria incluir um procedimento nasal e um procedimento na coluna
vertebral. Ora isso seria eticamente questionavel, tal como ja foi declarado
em guidelines realizadas para orientar os ensaios clinicos destinados a
avaliar os tratamentos dos doentes com lesfGes trauméticas da medula
espinal. Essas guidelines referem que ndo se deve realizar qualquer
procedimento que comporte riscos de morbilidade, sem que o mesmo nao
comporte em contrapartida alguma probabilidade de beneficio para o doente,
mesmo que hipotético (Fawcett, Curt, Steeves et al. 2007; Lammertse, Tuszynski, Steeves et
al. 2007; Steeves, Lammertse, Curt et al. 2007; Tuszynski, Steeves, Fawcett et al. 2007). Ora esse
nNao seria com certeza 0 caso se estas sham operations fossem realizadas.
O mesmo documento refere ainda que as operacgodes ficticias comportando
riscos sO seriam aceitaveis quando as mesmas ja facam parte dos cuidados

habituais no tratamento destas situacfes, o que também néo € o caso.
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O grupo de controlo possivel para um estudo deste tipo poderia ser aquele
que nao incluiria operacdes ficticias mas apenas a reabilitacdo. Os 2 grupos
do estudo seriam: o grupo do tratamento, que incluiria o tratamento cirdrgico
e a reabilitacdo; e o grupo de controlo, que so incluiria a reabilitacdo. Nao é
facil o recrutamento de doentes para um estudo deste tipo, pois os doentes
dificilmente aceitam pertencer a um grupo de controlo acreditando que
teriam maior possibilidades de melhoria se pertencessem ao grupo do
tratamento. Todavia, estamos a planear realizar um estudo com este
desenho futuramente, caso seja possivel obter financiamento. De qualquer
forma, h& que reconhecer que a historia natural da leséo traumatica cronica
da medula espinal é bem conhecida, quer quando evolui sem qualquer
tratamento, quer quando se faz reabilitacdo, mesmo que intensiva: de
acordo com a literatura médica a transformacdo de uma lesdo motora e
sensitiva completa em incompleta é limitada (menos de 2,1% dos casos) e

nao se observaram nunca recuperacdes motoras abaixo do nivel da leséo
(Wirz, Colombo e Dietz 2001; Kirshblum, Millis, McKinley et al. 2004; Harness, Yozbatiran e Cramer
2008). Por essa razao, os resultados obtidos em estudos concretos, como o

nosso, podem ser comparados com o que se conhece da histéria natural da
doenca. Além disso, como os doentes submetidos ao tratamento com
mucosa olfactiva sdo doentes crénicos, o doente podera ser usado como o
seu proprio controlo, se a evolugéo depois do tratamento for comparada com
a evolucdo que se observou antes do tratamento, desde que o mesmo tipo

de reabilitacdo for realizado antes e depois da operacéo.

Outra limitacdo que pode ser atribuida ao nosso estudo é a falta de
uniformizacdo do transplante utilizado no nosso procedimento, que n&o
elimina a variabilidade entre as caracteristicas e a composicédo celular
individual dos transplantes. Esta limitacdo putativa decorre da opcgao, por
nos assumida, de realizar uma transplantacdo com material autdlogo nao
processado laboratorialmente, pois existem evidéncias de que a mucosa
olfactiva completa pode ter vantagens relativamente a utilizacdo de células

isoladas obtidas por meio de cultura (Lowhagen, Johansson e Nordborg 1994; Clarkson,
Zawada, Adams et al. 1998; Lu, Feron, Ho et al. 2001; Lima, Pratas-Vital, Escada et al. 2006;
Carvalhal, Lima, Basto et al. 2007). Por outro lado, apesar da provavel variabilidade

individual na composicdo dos transplantes, ja conduzimos estudos
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laboratoriais suficientes para a caraterizacdo do material que usamos para o
enxerto no que diz respeito a sua composicao (ver capitulo anterior) (carvalhal,

Lima, Basto et al. 2007).

5.5.3. Validagéo dos resultados por entidade externa

E importante mencionar que, depois da realizagdo e publicagdo dos
resultados do estudo da fase 1 (estudo piloto), estudo esse que mereceu aos
investigadores e ao Hospital de Egas Moniz a atribuicdo pelo Ministro da
Saude do Prémio Hospital do Futuro na categoria de Prémio Servigco Publico
(Edicdo 2004/2005), o Ministério da Saude decidiu auditar o projecto. A
auditoria realizada recomendou o0 acompanhamento de todas as
investigacbes por uma entidade externa, para verificacdo e validacéo
cientifica do projecto e dos seus resultados. A entidade escolhida foi a a
Eurotrials Scientific Consultants, uma Contract Research Organization
(CRO), empresa de consultoria cientifica especializada em ensaios clinicos e
investigacdo clinica na area da saude, que foi associada ao projecto para
monitorizar o estudo, participar na recolha dos dados e validar os resultados.
Os resultados relativos ao estudo da fase 2 apresentados nesta tese de
dissertacdo foram validados pela Eurotrials Scientific Consultants, antes de
serem submetidos para publicacdo para a revista Neurorehabilitation and

Neural Repair.

5.5.4 Comparacéao dos resultados com os de outros estudos

Alguns estudos ja realizados com terapias celulares para o tratamento das
lesBes traumaticas da medula espinal, com medula éssea autéloga (Sykova,
Homola, Mazanec et al. 2006; Yoon, Shim, Park et al. 2007), factor de crescimento dos
fibroblastos (wu, Huang, Tsai et al. 2008) € células de Schwann autdlogas (saberi,
Moshayedi, Aghayan et al. 2008) Nd0 demonstraram qualquer melhoria neurolégica.
Outros estudos que utilizaram células estaminais olfactivas de origem
embrionaria mencionam a ocorréncia de melhorias mas sem que tenha sido
apresentada a modificacdo que podera ter ocorrido nos graus da escala de

avaliacdo neurolégica ASIA (Huang, Chen, Wang et al. 2003; Huang, Chen, Wang et al.
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2006). Também ja se utilizaram OEC que foram injectadas na medula espinal
dos doentes, com melhorias limitadas nas funcbes sensitivas mas sem que
se tenham observado melhorias na funcdo motora ou no grau da escala de

avaliacao neurolégica ASIA (Mackay-Sim, Feron, Cochrane et al. 2008).

Os resultados dos nossos estudos na recuperacao neurolégica dos doentes
sdo superiores a todos os que ja foram publicados anteriormente. Em
primeiro lugar, 2 dos 7 (29%) doentes do estudo da fase 1 deixaram de ter
uma lesdo motora e sensitiva completa (ASIA A) para ter uma lesdo motora
e sensitiva incompleta (ASIA C), o que aconteceu também em 6 dos 20
(30%) dos doentes do estudo da fase 2. Ora uma recuperagdo com esta
dimensé&o nunca tinha sido observada em estudos realizados com doentes
com este tipo de lesbes em mais de 2,1% dos casos (Kirshblum, Millis, McKinley et

al. 2004).

Por outro lado verificamos o aparecimento de actividade motora voluntaria
abaixo do nivel da lesdo em 2 dos 7 (29%) doentes no estudo da fase 1 e
em 9 dos 20 (45%) doentes no estudo da fase 2, quando o aparecimento
deste tipo de recuperagcdo nunca tinha sido registado anteriormente (wirz,

Colombo e Dietz 2001; Kirshblum, Millis, McKinley et al. 2004; Harness, Yozbatiran e Cramer 2008).

N&o iremos discorrer mais sobre a importancia ou o significado da melhoria
do estado neuroldgico ou da capacidade funcional dos participantes do
estudo, uma vez que ndo € esse 0 assunto principal desta tese, que
pretende apenas salientar os resultados que fundamentem a importancia da

intervencao da otorrinolaringologia nas investigacoes.

5.5.5. Importancia da mucosa olfactiva e das suas células para os

resultados

Como ja foi mencionado, a hipétese principal deste estudo é a de que o
tecido da mucosa olfactiva, uma vez transplantado para o local da leséo,
pode promover a axogénese e a neurogénese e levar a uma melhoria da
condicao neuroldgica dos doentes. Uma vez que as melhorias neurolégicas
que ocorrem nestes doentes também se podem dever a plasticidade

neuronal das zonas nao lesionadas (Steeves, Lammertse, Curt et al. 2007), €
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importante a verificagdo de que o mecanismo da melhoria tem a ver com o
restabelecimento da conectividade neural determinado pelas células

estaminais olfactivas.

O restabelecimento da conectividade neural, que foi demonstrado em
experimentacdo  animal com  técnicas  imunohistoquimicas  ou
neuromarcadores anterdgrados quando a autotransplantagcdo de mucosa
olfactiva foi realizada utilizando a técnica por nés concebida (Lima, Pratas-Vital,
Escada et al. 2004; Iwatsuki, Yoshimine, Kishima et al. 2008) (ver Figuras 5.1 e 5.2), no ser
humano ndo pode ser demonstrado morfologicamente (histopatologia), mas
sim por determinagdes funcionais. As determinagbes que sao prova do
restabelecimento da conectividade neural ja foram enumeradas na

guidelines produzidas para orientar este tipo de ensaios clinicos (Fawcett, Curt,
Steeves et al. 2007; Lammertse, Tuszynski, Steeves et al. 2007; Steeves, Lammertse, Curt et al. 2007;

Tuszynski, Steeves, Fawcett et al. 2007; Curt, Van Hedel, Klaus et al. 2008). Sao elas: a
recuperacdo neuroldgica, em particular a recuperagdo neurolégica motora
abaixo do nivel da leséo; e as avaliacdes electrofisiologicas: electromiografia

e potenciais evocados somatosensitivos.

Os nossos estudos apresentaram resultados positivos em todas essas
variaveis: o aparecimento de actividade motora voluntaria abaixo do nivel da
lesdo foi demonstrado em em 2 dos 7 (29%) doentes no estudo da fase 1 e
em 9 dos 20 (45%) doentes no estudo da fase 2; a electromiografia
confirmou a contraccdo voluntaria de musculos com novos movimentos
voluntarios em 3 dos 7 (43%) doentes no estudo da fase 1 e em 15 dos 20
(75%) doentes da fase 2. Por Jdltimo, os potenciais evocados
somatosensitivos recolhidos a nivel cortical (cortex cerebral) a partir de uma
estimulacdo do nervo tibial registaram actividade eléctrica que ndo existia no

pré-operatorio em 4 dos 20 (20%) doentes.

5.5.6. Efeitos da colheita da mucosa olfactiva nas fossas nasais e no

olfacto

Nos doentes do estudo da fase 1 pbde verificar-se a auséncia de efeitos

deletérios na funcdo olfactiva ou de sintomas nasais consequentes a
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intervencao cirdrgica, apesar de que 5 dos 7 (71%) doentes apresentavam
sinéquias e/ou tecido cicatricial na regido olfactiva nas avaliacfes realizadas
no follow-up. Nos doentes do estudo da fase 2, por razfes ja apresentadas,
nao foram realizados testes olfactivos na avaliacdo pds-operatdria, mas 0s
doentes foram questionados sobre a presenca de alteragdes olfactivas no
pds-operatorio, negando a sua ocorréncia ou a presenca de outros sintomas

nasais importantes.

A auto-avaliacdo da funcéo olfactiva e das suas modificacdes ja foi utilizada
em diferentes estudos para determinar os efeitos de intervencdes cirurgicas
ou da remocéo de tecido olfactivo com propdésitos de investigacao (Jankowski,
Pigret e Decroocq 1997; Lane, Gomez, Dankulich et al. 2002). Durante algum tempo o valor
desta forma de avaliacdo da funcdo olfactiva foi questionado, por se
entender que podia ser confundida por diversos factores como a
permeabilidade nasal, a disposicdo mental, o humor, a motivacdo ou a
atencdo limitada prestada ao sentido do olfacto na vida diaria por alguns
individuos (Landis, Hummel, Hugentobler et al. 2003; Savina, Donini, Anzivino et al. 2003; Welge-
Luessen, Hummel, Stojan et al. 2005). Todavia, publicagdes mais recentes vieram
concluir que existe uma correlacdo positiva e importante entre o olfacto
percebido pelos doentes e o determinado pelos testes olfactivos (welge-
Luessen, Hummel, Stojan et al. 2005; Gudziol, Lotsch, Hahner et al. 2006). Além diSSO, a
determinacdo do olfacto percebido pela auto-avaliagéo feita pelos doentes
mostrou indicar correctamente a repercussdo da disfuncdo olfactiva na
qualidade de vida dos doentes considerados individualmente. Estas
conclusdes ajudam a validar os resultados das nossas investigacfes e a
concluir da auséncia de repercussdo negativa sobre a funcdo olfactiva da
colheita da mucosa olfactiva tal como foi realizada no nosso estudo

experimental.

Seria util que todos os doentes operados pudessem ter tido um seguimento
mais sistematico no que diz respeito aos efeitos adversos ou sequelas
possiveis da intervencao cirdrgica destinada a colheita da mucosa olfactiva.
Essa avaliacdo incluiria a observacdo endoscopica, a realizacdo de testes
olfactivos e de exames de imagem. Todavia, uma vez que o estudo da fase

1 demonstrou a auséncia de efeitos deletérios sobre o olfacto nos doentes
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que foram operados, o desenho do estudo da fase 2 previlegiou a avaliacado
dos aspectos neuroldgicos e dos efeitos adversos considerados mais
importantes em desfavor de uma avaliagdo mais exaustiva da funcao
olfactiva, menos viavel de ser realizada nos centros de reabilitacdo onde a

observacéo otorrinolaringologica ndo estava disponivel.

Deve-se contudo sublinhar que o0s aspectos relacionados com as
consequéncias da intervencdo nasal devem ser semple contemplados nas
investigacdes que envolvam a colheita de mucosa olfactiva em seres

humanos, mesmo em outros estudos futuros que possam ser realizados.

196



CONCLUSOES






Esta dissertacdo original, especialmente elaborada com o propdsito da
obtencdo do grau de Doutor em Medicina, especialidade de
Otorrinolaringologia, descreve a contribuicdo do autor, desenvolvida ao
longo de cerca de nove anos, na preparacao, realizacdo e avaliacdo de um
ensaio clinico experimental em seres humanos destinado a investigar o
potencial terapéutico da mucosa olfactiva na reparacéo e na regeneracéo da

medula espinal lesionada.

Apesar do tema geral das investigacbes ter a ver com a medicina
regenerativa, area fundamentalmente multidisciplinar ou transversal a varios
ramos ou especialidades da medicina, o assunto especifico da tese é do

ambito da Otorrinolaringologia.

A mucosa olfactiva é a Unica estrutura periférica com neurénios que
apresentam projec¢do directa no sistema nervoso central e a Unica
localizac&o superficial onde se encontram células estaminais nervosas. Mas
€ igualmente um Orgao localizado integralmente nos limites anatémicos das
fossas nasais, com uma fisiologia que decorre do seu papel no sistema
olfactivo e com patologia e clinica que sao, pelo menos em grande parte,

solidarias com a restante patologia naso-sinusal.

A minha participagdo nas investigagdes procurou valorizar a intervencgéo da
otorrinolaringologia neste projecto, aplicando a metodologia cientifica
considerada mais apropriada a luz dos conhecimentos cientificos mais
actualizados, numa orientacdo claramente assumida de investigacdo médica

de translacéo.

No primeiro capitulo da dissertacdo descrevemos um estudo dirigido a
anatomia cirdrgica endoscopica da regido olfactiva. Defendemos que a
regiao olfactiva deve ser considerada uma regido anatémica individualizada,
com limites e fisiologia prépria e ndo uma porcao indistinta e néo
particularizada das fossas nasais. Com base num modelo anatomico de

experimentacdo em cadaver recente demonstrdmos que a regido olfactiva
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pode ser considerada cirurgicamente relevante ou interessante, tendo sido
definidas as condicionantes anatdmicas e 0s passos essenciais para o

acesso e a abordagem cirdrgica da regiao.

No segundo capitulo da dissertagcdo descrevemos um estudo destinado a
determinar a localizacdo e distribuicdo da mucosa olfactiva humana nas
fossas nasais. Utilizando pecas anatomicas da regido olfactiva obtidas do
cadaver, a microscopia Optica permitiu confirmar os resultados de muitos
outros estudos disponiveis na literatura, que demonstraram que a area de
distribuicdo da mucosa olfactiva € maior do que o previamente estabelecido.
Da mesma forma esse estudo contribuiu para definir a localizacdo anatomica

mais favoravel para a colheita da mucosa olfactiva por meios cirtrgicos.

No terceiro capitulo da dissertacdo foram descritos 0s passos realizados
para a concepcdo de uma técnica cirdrgica nova e original, destinada a
colher a mucosa olfactiva humana para ser utilizada no tratamento dos
doentes com traumatismo crénico e severo da medula espinal. Foi utilizado
um modelo anatdmico de experimentacdo em cadaver recente para a
concepcdo e o desenho inicial da técnica cirargica. A partir da experiéncia
dos casos cirargicos realizados demonstrou-se que a técnica é exequivel e
foram enumeradas as dificuldades e complicacdes antecipaveis, tendo sido
acrescentadas indicacdes praticas consideradas Uteis para facilitar a
execucao dos diferentes passos da técnica. Por ultimo foi antecipado que a
técnica cirdrgica descrita para a exposi¢do endoscopica da regido olfactiva,
porque conservadora e minimamente invasiva, podera ter aplicacdo no

tratamento em outras patologias situadas na regiao.

No quarto capitulo da dissertacdo foram descritos os estudos laboratoriais
realizados para estudar as células estaminais presentes na mucosa
olfactiva. Foi possivel isolar, identificar, quantificar, cultivar e proliferar as
células estaminais. Os resultados dos estudos contribuiram para validar a

aplicacao terapéutica da mucosa olfactiva em medicina regenerativa.
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Foi ainda inventado e patenteado um método que permite a utilizacdo de um
meio sem soro, destinado a cultura de células estaminais da linha neural.
Essa invencdo abre caminho a novas investigacdes na area da medicina
regenerativa, ao antecipar que as ceélulas estaminais olfactivas autologas,
obtidas por biopsia endoscépica das fossas nasais e cultivadas em
laboratorio, possam ser utilizadas no tratamento de outras doencas,

traumaticas ou degenerativas, do sistema nervoso central.

Na sequéncia das investigacdes realizadas esta em constituicdo no Centro
Hospitalar de Lisboa Ocidental um laboratério de cultura de células
estaminais e ja foi iniciado um novo estudo experimental (estudo piloto), que
pretende explorar o valor terapéutico das células estaminais olfactivas

autdlogas na esclerose lateral amiotrofica.

No quinto e ultimo capitulo da dissertacdo foram descritos os resultados
de 2 estudos clinicos: um estudo piloto da fase | e um estudo da fase I,
destinados a explorar e demonstrar a exequibilidade, seguranca e eficacia
dos auto-transplantes de mucosa olfactiva na reparacdo das lesdes

traumaticas crénicas e severas da medula espinal.

Estes estudos permitram demonstrar que a técnica € realizavel,

razoavelmente segura e potencialmente benéfica.

N&o houve mortalidade. As complicacdes mais importantes foram o
agravamento da condicdo neurolégica na sensibilidade em 2 doentes, num
deles apds um quadro de meningite asséptica. A maior parte dos doentes
melhoraram a sua condi¢do neuroldgica e muitos registaram o aparecimento
de actividade motora voluntaria abaixo do nivel da lesdo, evidéncia positiva
de conectividade neural e do efeito das células estaminais na recuperagéo

neuroldgica.

Apesar das melhorias neuroldgicas terem sido limitadas, tiveram um impacto
importante na qualidade de vida dos doentes, permitindo, entre outras
coisas, deambular com canadianas e talas, deambular com andarilhos e

ajuda, dar passos com ajuda, mover as pernas para diante sem ajudas

201



utilizando canadianas ou realizar transferéncias da cadeira de rodas em

doentes que ndo eram capazes destes gestos no pré-operatério.

N&o se registaram queixas nasais importantes no periodo do pds-operatorio.

Todos os doentes recuperaram o olfacto em menos de 3 meses.
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RESUMO






RESUMO:

O objectivo principal dos estudos descritos nesta dissertacao foi descrever a
anatomia cirurgica da regido olfactiva, determinar a area de distribuicdo da
mucosa olfactiva nas fossas nasais e estudar as células estaminais nela
presentes para fundamentar e desenvolver uma técnica cirurgica destinada a
sua colheita por via transnasal endoscopica. O objectivo secundério foi
avaliar a exequibilidade, seguranca e eficacia da utilizacdo da mucosa
olfactiva na reparacao das lesbes traumaticas cronicas e severas da medula

espinal.

As investigacBes incluiram a disseccdo endoscoOpica e estudos
morfométricos da regido olfactiva de cadaveres recentes, o exame
histol6gico de especimenes de um banco de pecas anatdbmicas da regido
olfactiva e a cultura de células estaminais olfactivas obtidas a partir de
amostras de individuos sem patologia naso-sinusal. Realizaram-se ainda
estudos clinicos experimentais nos quais se transplantou a mucosa olfactiva
colhida das fossas nasais na medula espinal de doentes com lesdes

traumaticas da medula espinal.

Os estudos foram realizados num hospital de nivel terciario com afiliacao
universitaria, o Hospital de Egas Moniz do Centro Hospitalar de Lisboa
Ocidental: em servicos clinicos (Servico de Otorrinolaringologia) ou em
unidades vocacionadas para a investigagcdo (Unidade de Microcirurgia,
Unidade de Neuropatologia). Parte dos estudos foram ainda realizados em
locais externos a instituicdo, como o Servico de Patologia Forense da
Delegacéo de Lisboa do Instituto de Medicina Legal e a ECBio, I&D em

Biotecnologia, S.A.

Demonstrou-se que a regido olfactiva pode ser abordada sistematicamente
por técnica endoscopica. Demonstrou-se a area de distribuicdo da mucosa
olfactiva nas fossas nasais e concebeu-se uma técnica para sua a colheita.
Isolaram-se e quantificaram-se as células estaminais da mucosa olfactiva e
colaborou-se na invencdo de um meétodo destinado a sua cultura e
proliferacdo, que podera ter valor na utilizacdo das células cultivadas em

outras patologias. Demonstrou-se ainda que, no tratamento dos doentes
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com lesBes traumaticas crénicas da medula espinal, a transplantacdo de
mucosa olfactiva autdloga é realizavel, razoavelmente segura e

potencialmente benéfica.

PALAVRAS-CHAVE:

Anatomia e histologia regionais; Antropometria; Cavidade nasal; Células
estaminais do adulto; Colheita de tecidos e oOrgaos; Cultura de células;
Endoscopia; Lesdes da medula espinal;, Mucosa olfactiva; Procedimentos

cirdrgicos otorrinolaringolégicos; Transplantagdo autéloga.
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ABSTRACT






ABSTRACT:

The primary objective of these studies was to describe the anatomical
features of the olfactory region, to examine the distribution of olfactory
mucosa across the nasal cavities and to study the olfactory stem cells, in
order to develop a surgical procedure aimed at the harvesting of the olfactory
mucosa by endoscopic techniques. The secondary objective of the studies
was to determine the feasibility, safety and efficacy of transplanting olfactory

mucosa autografts into patients with traumatically injured spinal cords.

The investigations included endoscopic dissections and morphometric
studies using fresh cadavers, histological examination of autopsy specimens
of the olfactory organ and the culture of olfactory stem cells harvested from
donors without nasal and sinus pathology. Clinical studies also included the
transplantation of olfactory mucosa obtained via endoscopic biopsy into the
spinal cord of patients with traumatically injured spinal cord.

Studies were performed in clinical services (otolaryngology) and research
centers (Microsurgery Training Center and Unit of Neuropathology) of a
tertiary medical referral center with university affiliation. Part of the studies
was performed in external facilities, namely the Department of Forensic
Medicine of the National Institute of Legal Medicine and the privately-held

company ECBIo, 1&D em Biotecnologia, S.A.

Cadaveric dissections showed that olfactory region can be systematically
approached by endoscopic techniques. The area of distribution of the
olfactory mucosa was demonstrated and a surgical technique was designed
for the harvesting of this tissue. Cell culture studies isolated and quantified
olfactory stem cells and an invention providing a new process for the culture
and proliferation of these cells promise its therapeutic use in other conditions.
It was demonstrated that the transplantation of olfactory mucosa autografts
into patients with traumatically injured spinal cords is feasible, relatively safe

and possibly beneficial.
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