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Resumo

Oliveira FRG. Andlise morfométrica de neurbnios de géanglios simpaticos
toracicos de pacientes com e sem hiperidrose primaria palmar [tese]. Séo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2013.

Introducdo: A hiperidrose primaria consiste em uma sudorese excessiva em
regides limitadas do corpo. A simpatectomia toracica videotoracoscopica ¢ um
dos tratamentos propostos para a hiperidrose priméria palmar, aliando alto
sucesso terapéutico com baixo risco. A fisiopatologia da hiperidrose primaria
ainda ndo esta totalmente esclarecida. Objetivos: Analisar as caracteristicas
morfométricas dos ganglios simpaticos toracicos (G3), removidos
cirurgicamente de pacientes portadores de hiperidrose palmar. Como controle
foram utilizados os ganglios simpaticos, removidos no mesmo nivel (G3), de
pacientes doadores de oOrgdos por morte encefdlica, sabidamente sem
hiperidrose. Foram estudadas a estereologia e a apoptose celular e as fibras do
sistema coldgeno /elastina da matriz extracelular. Métodos: Estudo
transversal, no qual foram incluidos 40 géanglios simpaticos toracicos (G3)
removidos do hemitérax esquerdo, provenientes de pacientes com hiperidrose
palmar (Grupo 1), submetidos a simpatectomia videotoracoscoépica, e 14
ganglios simpéaticos de pacientes controle sabidamente sem hiperidrose (Grupo
II), removidos por esternotomia mediana. Resultados: Em relacdo ao sexo, a
proporcao de mulheres e homens foi de 30:10, no Grupo I, e 7:7 no Grupo II,
com p = 0,103. A idade no Grupo I, variou de 10 a 42 anos, com uma meédia de
23,73 (+ 7,51) e no Grupo Il variou de 17 a 68 anos, com uma média de 37,57
(+ 16,65) , apresentando um p = 0,009. A média das células ganglionares nos
pacientes do Grupo | foi de 14,25 (+ 3,81) e no Grupo Il foi de 10,65 (+ 4,93)
com p = 0,007. A média das células ganglionares coradas pela caspase
(apoptose) no Grupo | foi de 2,37 (+0,79) e no Grupo Il foi de 0,77 (+ 0,28) com
p < 0,001. A mediana da area de colageno corada pelo Picrosirius no Grupo |
foi de 0,80 1Q (0,08-1,87) e no Grupo Il foi de 2,36 1Q (0,49-5,98) com p =
0,061. Conclusdes: Os pacientes portadores de hiperidrose primaria palmar
apresentam um maior numero de células ganglionares no ganglio simpatico,
em relacdo aos do grupo controle. H& um nudmero maior de células
ganglionares simpaticas em apoptose na hiperidrose. Os pacientes portadores
de hiperidrose apresentam menos coldgeno no ganglio simpatico.

Descritores: Hiperidrose/cirurgia, Hiperidrose/fisiopatologia;  Ganglios
simpéaticos/cirurgia; Morte encefélica; Apoptose; Colageno; Elastina; Sudorese;
Cirurgia toracica videoassistida/métodos.
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Oliveira FRG. Morphometric analysis of thoracic sympathetic ganglion neurons
of patients with and without primary palmar hyperhidrosis (thesis). S&o Paulo:
"Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo"; 2013.

Introduction: Primary hyperhidrosis consists of excessive sweating in small
areas of the body. The video-assisted thoracic sympathectomy is one of the
suggested treatments for primary palmar hyperhidrosis, which combines high
therapeutic success with low risk. The pathophysiology of primary hyperhidrosis
is not fully understood yet. Objectives: Analyzing the morphometric
characteristics of the thoracic sympathetic ganglion (G3) surgically removed
from patients with palmar hyperhidrosis. The sympathetic ganglion removed at
the same level (G3) from patients who are organ donors after brain death and
who did not have hyperhidrosis were used as control. Stereology and cellular
apoptosis, as well as the fibers of the collagen/elastin system of the
extracellular matrix were subjected to scrutiny. Methods: Cross-sectional study,
which included 40 thoracic sympathetic ganglion (G3) removed from the left
hemithorax of patients who have palmar hyperhidrosis (Group I) and underwent
video-assisted thoracoscopic sympathectomy, and also 14 sympathetic
ganglion from control patients who did not have hyperhidrosis (Group 1), which
were removed with median sternotomy. Results: In regards to gender , the
proportion of women to men was 30:10 in Group | and 7:7 in Group Il, with p =
0.103. The age Group | ranged from 10 to 42 years, with an average of 23.73 (+
7.51) years and in Group Il, from to 17 to 68 years, with an average of 37.57 (+
16.65) years, with p = 0.009. The average of ganglion cells in Group | was
14.25 (+ 3.81) and in Group II, 10.65 (+ 4.93) with p = 0.007. The average
ganglion cells stained by Caspase (apoptosis) in Group | was 2.37 (+0.79) and
in Group I, 0.77 (+ 0.28) with p = 0.001. The median collagen area by
Picrosirius in Group | was 0.80 IQ (0.08-1.87) and in Group II, 2.36 1Q (0.49-
5.98) with p = 0.061. Conclusions: Patients with primary palmar hyperhidrosis
have an increased number of ganglion cells in the sympathetic ganglion in
comparison to the control group. There are a higher number of sympathetic
ganglion cells in apoptosis in hyperhidrosis. Patients with hyperhidrosis have
less collagen in sympathetic ganglion.

Descriptors: Hyperhidrosis/surgery; Hyperhidrosis/physiopathology; Ganglia,
sympathetic/surgery; Brain death; Apoptosis; Collagen; Elastin; Sweating;
Thoracic surgery, video-assisted/methods.
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Hiperidrose primaria consiste em uma sudorese excessiva em regides
limitadas do corpo, muitas vezes desencadeada por situagcdes emocionais. A
simpatectomia toracica videotoracoscopica € um dos tratamentos propostos
para a hiperidrose primaria palmar, aliando alto sucesso terapéutico com baixo

risco. 12

A incidéncia da hiperidrose depende do clima e de outras definicbes
subjetivas. A hiperidrose primaria idiopatica tem uma prevaléncia de 2,8% nos
Estados Unidos, segundo Strutton DR et al.® , e de 4,9%, na China segundo Tu
YR et al.* Ocorre predominantemente em adolescentes e adultos jovens, sendo
distribuida igualmente entre os sexos. Os sintomas tendem a apresentar uma
caracteristica de acordo com a localizagdo da hiperidrose: a hiperidrose palmar
inicia-se na crianga, a axilar na adolescéncia e a craniofacial no adulto,
segundo Kao MC et al®> Os dados epidemiolégicos sdo escassos e

6

inadequados ° e o fator familiar esta claramente envolvido na etiologia da

hiperidrose, pois 50% dos pacientes tém parentes com hiperidrose. ’

A fisiopatologia da hiperidrose primaria ainda ndo esta totalmente
esclarecida.®® A hiperidrose primaria é uma condicdo na qual as glandulas
sudoriparas das maos, pés, axilas, secretam grande quantidade de suor devido
a uma disfuncéo do sistema nervoso autbnomo, envolvendo as vias simpéaticas
e parassimpaticas.®°

O sistema sudorregulador controla a homeostasia através de
termorrececptores presentes na pele, visceras, medula espinal e hipotalamo.
Os sinais dos termorreceptores sao interpretados no hipotalamo posterior e a

termorregulagéo é controlada por um sistema eferente que atravessa o sistema
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nervoso e faz sinapse com o neurdnio intermediolateral da medula. Estes
neurdnios colinérgicos fazem sinapse no ganglio simpatico paravertebral que
termina no axénio sudomotor colinérgico simpatico nas glandulas sudoriparas.
A causa da hiperidrose priméaria pode ser uma hipersensibilidade hipotalamica
por estimulo emocional no cortex cerebral e/ou um aumento da atividade
simpatica de T2-T3. 8%

Swartling et al.” estudaram 26 pacientes com hiperidrose palmar
primaria. Eles realizaram bidpsias da regido hipoténar dos 26 pacientes, antes
e apos injecao de toxina botulinica local, concluindo histopatologicamente nao
haver significAncia estatistica entre os dois grupos; portanto, ndo havendo
mudanca morfoldgica das glandulas sudoriparas apdés o uso de toxina
botulinica local, no controle da hiperidrose. Esse estudo evidenciou ndo haver
alteracdo fisiopatologica das glandulas sudoriparas na hiperidrose primaria.

Moya et al.**

publicaram, em 2003, estudo realizado com amostras de
ganglios simpaticos toracicos T2 e T3 de 35 pacientes com hiperidrose palmar
primaria, com idade média de 29 anos. Dos 35 pacientes, 10 foram submetidos
a simpatectomia unilateral; os outros 25 pacientes foram submetidos a
simpatectomia bilateral: 5 de forma simultinea e os outros 20 de forma
sequencial em 2 tempos, com intervalo médio de 5,2 meses de uma
intervencao cirdrgica para outra. As amostras foram incluidas em parafina e
observadas ao microscépio Optico, evidenciando: inflamacdo em 5,5%,
cromatolise em 61,8%, depdsito de lipofuscina em 41,8%. A cromatélise € a
desintegracdo da cromatina nuclear. A lipofuscina é um pigmento depositado

na célula, que serve para detectar o tempo de vida celular. Quanto mais

lipofuscina, mais velha € a célula. Neste trabalho, a associagédo de cromatolise
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e lipofuscina com auséncia de inflamacdo esteve presente em 31,1% dos
casos. Observou-se também que a cromatdlise ndo se produzia por apoptose
(morte celular programada) e sim por um processo de necrose tissular tipico.
Quando a simpatectomia foi realizada bilateral e simultaneamente, verificou-se
concordancia total nos graus de alterac6es anatomopatolégicas presentes nos
ganglios simpaticos de ambos os lados, tanto no que se referia a cromatolise
quanto no que dizia respeito a lipofuscina. Quando a simpatectomia foi
sequencial, com tempo médio inter operatorio de 5,2 meses, nao se
demonstrou concordancia lesional, observando-se diminuicdo na cromatélise e
na lipofuscina, em relacdo a simpatectomia bilateral simultanea, revelando nao
haver sobrecarga funcional dos ganglios contralaterais remanescentes;
portanto, a exérese dos ganglios simpaticos toracicos T2-T3 de um lado, ndo
implica uma sobrecarga funcional do lado contralateral**. H& estudos que
sustentam que o depdsito de lipofuscina é um sinal de envelhecimento
neuronal ou de sobrecarga fisiolégica do tecido nervoso, ao menos em

roedores 23, porém, existem poucos trabalhos sobre os ganglios simpaticos

em humanos®®. Moya et al **

concluiram que os pacientes com hiperidrose
palmar primaria apresentam lesdes similares as encontradas em processos de
envelhecimento neuronal, em que a morte neuronal ou cromatélise observada
nos ganglios simpéticos é secundaria a um processo de necrose e nao de
apoptose.

Moura Junior et al.'®

evidenciaram que a presenca do receptor
nicotinico subunidade alfa 3 é o predominante nos ganglios do sistema nervoso
autbnomo e, associada a subunidade beta 4, forma o receptor conhecido como

“tipo ganglionar’. Ap0s a comparacdo entre 0s ganglios simpaticos de
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portadores de hiperidrose primaria e individuos doadores de 6rgdos em morte
encefélica, observou-se que a subunidade alfa 3 do receptor nicotinico de
acetilcolina tem expressdo semelhante nos dois grupos, evidenciando que a
morte encefalica ndo afeta a analise imuno-histoquimica do ganglio simpatico,
tornando o0 seu uso em pesquisas factivel.

Moura Junior*®, em sua tese de doutorado, observou que os ganglios
simpaticos dos portadores de hiperidrose primaria, em comparacao a ganglios
simpaticos de doadores de 6rgdos em morte encefalica, apresentavam um
diametro ganglionar significativamente maior.

Até o presente momento ja foram bem estudadas a anatomia, a
epidemiologia e a fisiologia do sistema simpatico e da hiperidrose primaria
palmar. Contudo, pouco se conhece sobre a fisiopatologia da hiperidrose
primaria palmar, o que afeta diretamente o seu tratamento. Os recentes
trabalhos publicados pelo nosso grupo demonstram que os ganglios simpaticos
de pacientes com hiperidrose primaria palmar sdo maiores em relacdo aos de
individuos sem hiperidrose, e que a morte encefalica ndo altera o estudo dos

ganglios simpaticos™ *°.

1.1 Objetivos

O objetivo do presente estudo é analisar as caracteristicas
morfométricas dos ganglios simpaticos toracicos (G3), removidos
cirurgicamente de pacientes portadores de hiperidrose palmar. Como controle

foram utilizados os ganglios simpaticos, removidos no mesmo nivel (G3) de
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pacientes doadores de oOrgaos por morte cerebral, sabidamente sem

hiperidrose.

Foram estudadas a estereologia e a apoptose celular e as fibras do

sistema colageno /elastina da matriz extracelular.
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Hiperidrose € uma condicdo caracterizada pelo suor excessivo, que
pode ser generalizada ou localizada, sendo definida por uma producéao de suor
estimada de 8 a 15 ug/cm2/min.*” A hiperidrose generalizada envolve o corpo
todo e usualmente é parte de uma condicdo de base infecciosa, endécrina ou
desordem neuroldgica. A hiperidrose localizada é idiopatica, podendo afetar
uma ou mais areas do corpo, como: palmas das maos, axilas, planta dos pés e
face. A hiperidrose leva a uma desordem profissional, psicolégica e social,

interferindo nas atividades diarias dos pacientes °°2.

2.1 Anatomia

A distribuicdo do sistema simpatico tem carater segmentar. Na regido
toracica os ganglios da cadeia simpatica sdo em menor nimero que 0S nervos
espinais toracicos, devido as fusdes do 1° ganglio toracico com o cervical
inferior, formando o ganglio estrelado ou cervicotoracico e a fusdo do ultimo
ganglio toracico com o 1° lombar *8.

As fibras pré-ganglionares responsaveis pela inervacdo dos membros
superiores se originam, na maioria dos casos, do 2° ao 8° segmentos
medulares e, menos frequentemente, do 1°, 9° 10°. Entram na cadeia
simpética paravertebral através de ramos comunicantes brancos pelos ganglios
correspondentes, com trajeto ascendente, fazendo sinapse com células
localizadas no ganglio estrelado, podendo ocorrer também no ganglio cervical
médio e no 2° ganglio toracico. As fibras pds-ganglionares sédo segmentares.*®

Yarzebski JL et al.?° estudaram o ganglio simpatico no individuo adulto

(cadaver), e sua relacdo clinica radiologica. Foram mensuradas as exatas
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localizacBes dos ganglios T2 e T3 de 48 cadeias simpaticas de cadaveres. A
localizacdo média dos ganglios T2 e T3 ficou entre 17-20 mm da face dorsal
para ventral do corpo vertebral, estando a cadeia simpatica em posicao lateral,

entre as cabecas das costelas (Fig. 1).

Figura 1- Localizacdo da cadeia simpatica toracica

Kuntz descreveu a presenca de um inconstante ramo nervoso
intratoracico, fazendo a conexdo do primeiro ao segundo nervo da cadeia
simpaética, que acabou recebendo a denominacéo de nervo de Kuntz. %

A importancia do conhecimento do nervo de Kuntz pelo cirurgido que
realiza a simpatectomia esta diretamente relacionada ao sucesso da cirurgia.

Chung I.H et al.?? publicaram, em 2002, as variacdes anatémicas do
nervo de Kuntz e suas implica¢cdes na simpatectomia toracica. Estudaram 66

cadeias simpaticas de cadaveres, sendo o nervo de Kuntz observado em 45
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(68,2%) e sua presenca bilateral, em 48,1%. Classificaram o nervo de Kuntz
em 4 tipos, de acordo com a sua conexao nervosa.

Tipo A: conectando o nervo T2 a T1 (47%); Tipo B: conectando T2 ao
primeiro nervo intercostal (12,1%); Tipo C: nervo de Kuntz originado de T2 e
conectado a um ramo comunicante entre o ganglio estrelado e T1 (7,6%); Tipo
D: nervo de Kuntz ramificado, conectando T2 a T1 e ao primeiro nervo
intercostal (1,5%). Vinte e uma cadeias simpaticas dissecadas néo
apresentaram o nervo de Kuntz, mas 16 (24,2%) tinham o ramo comunicante

ligando o nervo T2 ao ganglio estrelado (Fig. 2).

/\ -~
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Figura 2- Variagdes anatdmicas do nervo de Kuntz e ramos comunicantes

2.2 Epidemiologia

A maior parte dos casos de hiperidrose comeca na infancia e se agrava
na puberdade; porém, ndo existem estudos sobre o curso natural da doenca,

havendo uma tendéncia do suor excessivo diminuir apés os 50 anos. %%
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RO K.M et al.® realizaram um estudo para evidenciar a transmissao
genética da hiperidrose palmar, no qual avaliaram prospectivamente 58
pacientes que seriam submetidos a simpatectomia toracica por video. Dos 58
pacientes, 49 voluntarios detalharam sua historia familiar - o grupo controle foi
composto por 20 pessoas saudaveis. Os dois grupos foram submetidos a um
questionario standard e os seus familiares quantificados e avaliados atraves de
seus descendentes: pais, tios, primos, etc. A penetrancia foi estimada por
recursos de programa de analise genética. Dos pacientes com hiperidrose,
65% reportaram historia familiar positiva para hiperidrose, ndo sendo reportada
histéria familiar no grupo controle. O risco de ocorréncia da doenca de 0,28 nos
descendentes dos pacientes com hiperidrose, versus 0,01 da populacéo geral,
€ uma forte evidéncia de transmisséo vertical da hiperidrose. O estudo mostrou
que a hiperidrose palmar é uma desordem hereditaria, tem uma penetrancia

variavel e a transmissao nao esta ligada ao sexo.

2.3 Fisiologia do sistema simpatico

O sistema nervoso simpético e o0 parassimpatico formam o sistema
nervoso autbnomo, que esta relacionado a inervacdo e ao controle dos érgaos
viscerais, musculatura lisa e glandulas secretoras. Os 6rgdos-alvo do sistema
nervoso simpatico sdo as glandulas sudoriparas, coracdo, pulmao, pelos,
pupilas, visceras e musculatura lisa dos vasos. O sistema nervoso simpatico
inerva a musculatura lisa dos vasos sanguineos atraves de fibras adrenérgicas
e as glandulas sudoriparas atraves de fibras colinérgicas, sendo a acetilcolina o

mediador quimico de sua atividade.
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A interrupcéo das fibras pos-ganglionares, do sistema nervoso simpatico,

por qualquer método, impede a secrecdo sudoral da area correspondente.

Figura 3.
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Figura 3- Esquema das Sinapses Colinérgicas e Adrenérgicas

2.4 Fisiopatologia

O corpo humano possui aproximadamente quatro milhdes de glandulas

sudoriparas: trés milh6es de glandulas écrinas e o restante apdécrinas. As

glandulas sudoriparas écrinas sdo inervadas por fibras colinérgicas do sistema

nervoso simpatico e estao distribuidas por algumas superficies do corpo: pés,

couro cabeludo, palmas das méaos e bochechas; as glandulas apdcrinas estao

presentes principalmente nas axilas e regido urogenital. As glandulas
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sudoriparas écrinas sdo morfologicamente normais nos pacientes com
hiperidrose primaria.

O processo de sudorese € um circulo vicioso em que 0 aumento da
producdo de suor leva a evaporacdo e a queda da temperatura, e a
evaporacao fria da pele aumenta a acdo do reflexo simpatico, que aumenta a
producéo do suor. #%* Devido & hiperidrose priméria ser estimulada por stresse

e emoc&o, ela ndo ocorre durante o sono ou sedacao. *°

2.5 Diagnostico

A primeira fase da avaliacdo consiste em diferenciar hiperidrose
primaria de hiperidrose generalizada. A hiperidrose primaria ocorre na
populacdo sadia, geralmente se inicia na infancia e se agrava na puberdade,
manifestando-se com uma producao excessiva, bilateral, de suor confinado nas
axilas, solas dos pés, palmas das maos e/ou face - a sudorese gustativa
(Frey’s syndrome) é também uma forma de hiperidrose localizada.

Embora n&o haja uma definicdo standard sobre a hiperidrose
localizada, para a préatica clinica, é considerada patoldgica quando interfere nas
atividades diarias e na vida do paciente. Wolosker et al.>> demostraram que 0s
pacientes que apresentavam a pior qualidade de vida pré-operatéria para
simpatectomia, apresentaram no poés-operatério a melhor qualidade de vida,
evidenciando a influéncia da simpatectomia na melhora da qualidade de vida
dos pacientes.

O diagnostico de hiperidrose priméaria ndo € possivel com investigacéo

laboratorial. O teste do iodo com amido nédo € utilizado para diagndstico,
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somente para a identificacdo qualitativa das areas com suor excessivo; aplica-
se solucéo de iodo (1%-5%) na area seca e, apos alguns segundos, sobre a
mesma area, o iodo, havendo uma reacdo quimica na presenca do suor,
deixando um sedimento arroxeado. Essa area arroxeada identifica os ductos

das glandulas sudoriparas. ®

A fobia social € um importante aspecto da hiperidrose priméria e os
pacientes geralmente apresentam: vergonha excessiva associada com roupas
encharcadas e palmas das maos molhadas. Por isso, trocam de roupa duas ou
mais vezes ao dia, evitam apertos de mao quando possivel — comportamento
que pode prejudicar o desempenho no trabalho e no convivio social, evitam
reunides sociais com amigos e familiares, evoluindo esporadicamente para
uma depressao. A pele macerada com constante umidade pode ocasionar

infeccéo por fungos e bactérias. ®

2.6 Tratamentos

Existem tratamentos clinico e cirdrgico, com diferencas de eficiéncia,

duracéo do efeito, efeitos colaterais, bem como validac&o cientifica e eficacia.
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2.6.1 Tratamento topico

O cloreto de aluminio € o sal mais comum usado nos antitranspirantes
para hiperidrose primaria. Seu mecanismo de acdo da-se pela obstrucédo das
glandulas écrinas ou por atrofia das células secretoras. De acordo com a
literatura, o cloreto de aluminio a 20% é efetivo como primeira linha de
tratamento para hiperidrose axilar e reduz a hiperidrose palmar apos 48 horas
da sua aplicacéo; porém, seu efeito diminui 48 horas apds o uso, havendo a
necessidade de repeti-la quase que diariamente. Agentes tépicos a base de
aldeido, como formaldeido e glutaraldeido, tém seu uso limitado no tratamento

da hiperidrose focal, pois podem causar alergia e irritacdo local. 8°

2.6.2 lontoforese

Introduzida em 1952, seu mecanismo de acao ainda ndo é totalmente
conhecido; mas a hipétese é de que a iontoforese possa induzir a
hiperqueratose dos poros das glandulas sudoriparas e obstruir o fluxo de suor.
A limitacdo desse tratamento, € que ele causa irritacdo, secura e descamacao
da pele e requer de 30 a 40 minutos diario de tratamento por quatro semanas.
A lontoforese é considerada uma segunda linha de tratamento para hiperidrose
primaria palmoplantar e esta contraindicada nas gestantes e portadores de

marca-passo cardiaco. &*°
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2.6.3 Toxina Botulinica

O tratamento mais bem estudado para hiperidrose primaria € uma
neurotoxina produzida por bactérias anaerobicas - Clostridium botulinium -
existindo sete sorotipos da toxina, sendo o tipo A 0 mais potente. Ela é utilizada
na hiperidrose primaria, injetada intradermicamente, inibindo a acetilcolina na
juncdo neuromuscular do nervo simpatico que inerva as glandulas écrinas,
reduzindo o suor. A limitacdo da utilizacdo da toxina botulinica se deve a
injecdes intradérmicas, que sdo doloridas e requerem o blogueio do nervo com
anestesia, podendo, nas maos, ocorrer anestesia dos nervos ulnar e radial,
com enrijecimento das maos (mdo em garra); nos pés, ha necessidade de
bloqueio dos nervos tibial posterior e sural. Ha excelente resposta com 0 uso
da toxina botulinica para a hiperidrose plantar, porém ndo existem estudos
controlados confirmando sua eficacia. A contraindicagcdo do uso da toxina
botulinica inclui distarbios neuromusculares, como Miastenia Gravis, gravidez e
lactacdo, causas organicas de hiperidrose e medicacdes que interferem na

transmissdo neuromuscular. &

2.6.4 Tratamentos sistémicos

A maioria dos agentes sistémicos utilizados no tratamento da
hiperidrose s&o anticolinérgicos, os quais inibem a sinapse da acetilcolina na
placa neuroglandular. A limitacdo dessas drogas decorre dos efeitos colaterais

gue podem gerar, como: boca e olhos secos, visdo turva, retencao urinaria,
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constipacdo, midriase e taquicardia. Outras drogas sistémicas - Amitriptilina,
Clonazepam, Bloqueadores, Bloqueadores do Canal de Calcio (Diltiazem),
Gabapentina e Indometacinas - utilizadas em pacientes com hiperidrose
generalizada, para os pacientes com hiperidrose primaria ndo estdo bem
estabelecidas. Os Benzodiazepinicos reduzem a ansiedade e o estimulo
emocional, entretanto, podem causar dependéncia, letargia e sonoléncia. %
Existem outros tratamentos alternativos, como hipnose e técnica de
relaxamento, contudo, sua eficacia ndo estd comprovada. O Cloridrato de
Oxibutinina (Retemic, Ditropan) pode ser utilizado como adjuvante no
tratamento da hiperidrose compensatoria, desde abril de 2011, no Brasil. O

Cloridrato de Oxibutinina, segundo Wolosker et al.?®

, pode ser utilizado como
tratamento inicial da hiperidrose palmar ou axilar, tratamento que néo inviabiliza
0 posterior tratamento cirargico e ainda pode servir como preparacao para a

simpatectomia toracica videoassistida.

2.6.5 Tratamento cirdrgico

O pai da endoscopia € o0 médico Jacobaeus, que em 1910, realizou a
primeira toracoscopia. A primeira simpatectomia toracica com remocdo do
ganglio simpatico ocorreu em 1942, descrita por Hughes. Kux que, em 1954
publicou sua extensa experiéncia com 1400 simpatectomias e vagotomias.
Desde entdo, com os avancos da tecnologia por videoendoscopia, a

simpatectomia toracica tem sido aplicada com sucesso. 2%
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As indicacbes mais estabelecidas da simpatectomia cérvicotoracica
sao: hiperidrose primaria, sindromes dolorosas pos-traumaticas (causalgia ou
distrofia simpética reflexa), isquemia de méo (arterites), sindrome do QT longo,

fendbmeno de Raynaud e angina de peito.

Os beneficios da cirurgia toracica por video (CTVA) incluem: menor dor
pés-operatoria, menor trauma pulmonar, menor tempo de hospitalizacdo e
melhor satisfacdo do paciente. O espaco para trabalhar na CTVA é conseguido
com uma apnéia, em que existe um colapso parcial do pulméo ou introducéo

de diéxido de carbono (CO2) na cavidade pleural. %

O tratamento cirdrgico da hiperidrose primaria é realizado pela
simpatectomia ou simpaticotomia toracica por videotoracoscopia (excisao,
clipagem ou ablacdo do ganglio simpatico), baseado na interrupcdo da
transmissao dos impulsos do ganglio simpatico para as glandulas écrinas. O
clampeamento da cadeia simpatica mostrou-se tdo efetivo quanto a
eletrocauterizacdo, apresentando como vantagem ser potencialmente
reversivel, segundo Reisfeld R. ?**°. Sugimura et al.** mostraram que a
reversibilidade dos efeitos colaterais € possivel, principalmente para sudorese
compensatoéria e anidrose das maos, através da retirada dos clipes utilizados

no clampeamento da cadeia simpética para hiperidrose.

As complicagbes cirdrgicas severas ou letais, mesmo que em
pequenas proporcdes, sdo relatadas na literatura: lesdo de artéria subclavia,
lesdo do plexo braquial, hemotérax macico, pneumotorax, edema cerebral,

32,33

sequela neuroldgica, bradicardia sinusal e parada cardiaca. Estudos

retrospectivos tém demonstrado que a simpatectomia toracica por
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videotoracoscopia tem efeito em 68-100% dos casos de hiperidrose palmar,

axilar e facial .®

Embora o tratamento com medicacdo oral, toxina botulinica e
iontoforese possa ser utilizado paliativamente, a simpatectomia toracica vem
sendo utilizada cada vez mais, pois tem-se mostrado um procedimento seguro
e efetivo para o manejo da hiperidrose priméria, aliando alto sucesso

terapé&utico com baixo risco. >3*

Como a maior parte dos casos de hiperidrose primaria comeca nha

.22 enfatizaram o beneficio da

infancia e se agrava na puberdade, Cohen et a
cirurgia o0 mais cedo possivel nas criancas com hiperidrose severa. Cerfolio et
al.*®>, em 2011, publicaram quais seriam os candidatos ideais & simpatectomia
toracica por CTVA, devido a hiperidrose primaria: idade precoce dos sintomas
(usualmente antes dos 16 anos), ser jovem no momento da cirurgia
(usualmente menor que 25 anos de idade), ter massa corpérea apropriada
(IMC menor que 28), ndo referir suor enquanto dorme, ndo apresentar outras
comorbidades e bradicardia (menos de 55 batimentos por minuto). A

hiperidrose plantar reduz-se de 58-85% nos pacientes submetidos a

simpatectomia. 81°

A maior limitacdo da simpatectomia ou simpaticotomia esta no alto
indice de sudorese compensatoria, usualmente envolvendo o tronco e
membros inferiores em 86% dos casos, podendo acometer de 10 a 40% dos
pacientes & % 28333 iy Y et al.*” publicaram um estudo onde compararam a
simpatectomia palmar de T3 ou T4, observarando que a simpatectomia no nivel

de T4 diminui os efeitos colaterais (hiperidrose compensatoria), sem
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comprometer o efeito terapéutico. Ishy et al.®®

publicaram, em 2011, um estudo
semelhante ao de Liu, corroborando que a hiperidrose compensatoria € maior
quando realizada a simpatectomia de T3, em relacdo a T4, sendo o efeito

terapéutico semelhante.

Campos JRM et al.** analisaram a relacdo da hiperidrose
compensatoéria com o nivel do ganglio envolvido na simpatectomia de pacientes
com hiperidrose axilar. Estudaram 276 pacientes com hiperidrose axilar, dos
quais 216 foram submetidos a simpatectomia de T3/T4 e 60 somente a de T4.
Evidenciaram hiperidrose compensatéria em 90,7 % do grupo T3/T4 e 68,3%
do grupo T4. A hiperidrose compensatoria severa esteve presente somente no

grupo T3/T4 na proporcéo de 23,2%.

Cerfélio et al.*®

, mostraram existirem varias diferencas e consideracfes
a serem feitas na decisdo do processo cirurgico da simpatectomia toracica por
CTVA, recomendando a simpatectomia de T3 (terceira costela) para os
pacientes com hiperidrose palmar isolada; para os pacientes com hiperidrose
palmar e plantar pode ser realizada a simpatectomia de T4 (quarta costela)
com menor hiperidrose compensatoria; porém, se forem realizadas ao nivel T4
e T5 verifica-se um resultado melhor para a sudorese plantar. Devido as
publicacdes de Munia et al, em 2008 “°, e Chou et al, em 2006 *, Cerfolio et al,
em 2011°°, recomendaram T4 e T5 para simpatectomia toracica por CTVA de
individuos com hiperidrose palmar-axilar, palmar-axilar-plantar ou axilar pura;
para a simpatectomia craniofacial, a simpatectomia de T3 seria a mais indicada

devido a reducdo da hiperidrose compensatodria e ao menor risco de ocorrer a

Sindrome de Horner, comparada com a simpatectomia ao de T2 ou T2, T3.
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O efeito colateral que mais causa arrependimento no pés-operatorio €

a hiperidrose compensatéria que, segundo Lyra et al **, pode ser classificada

em:

a

42:
I

A) Leve: a sudorese ocorre em pequena quantidade, desencadeada
pelo calor ambiente, estresse psicolégico ou exercicio fisico. As
goticulas de suor que se formam nao escorrem, ndo havendo a
necessidade de troca de roupa. Portanto, a sudorese € suportavel e

ndo causa constrangimento ao paciente.

B) Moderada: a sudorese ocorre em moderada quantidade,
desencadeada pelo calor ambiente, estresse psicolégico ou exercicio
fisico. As goticulas que se formam coalescem e escorrem, sem
necessidade de troca de pecas de roupa. Portanto, a sudorese, embora

desconfortavel, ndo causa constrangimento ao paciente.

C) Intensa: a sudorese ocorre em grande quantidade, desencadeada
com pouco ou sem calor ambiente, estresse psicologico ou exercicio
fisico. As goticulas que se formam coalescem e escorrem, com
necessidade de troca de pecas de roupa uma ou mais vezes ao dia.
Portanto, a sudorese é desconfortavel e causa constrangimento ao

paciente.

O tratamento da sudorese compensatoria deve incluir, segundo Lyra et

A) tratamento ndo medicamentoso: controle do peso, dieta

termogénica, vestuario, clima, atividades laborativas e sono;
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B) tramento medicamentoso: aplicacbes topicas, aplicacdes

intradérmicas e medicacao oral (cloridrato de oxibutinina);
C) tratamento multidisciplinar.

Outros efeitos adversos incluem sudorese gustativa, sudorese
fantasma (sensacdo de sudorese), neuralgia, Sindrome de Horner,

pneumotoérax, hemotdrax, atelectasia e recorréncia da hiperidrose.

10,43,44

A resimpatectomia tem sido advogada, e o sucesso da sua realizacao
ocorre principalmente quando realizada logo depois de constatado o fracasso
da simpatectomia, que pode acontecer por variacdo anatbmica da cadeia
simpatica, falha de técnica cirargica, adesao pleural intensa, veias sobre a
cadeia simpética, drenagem aberrante do plexo venoso, aumento do tecido

adiposo e reinervacéo. *°%°

A simpatectomia lombar para hiperidrose plantar pode estar associada
com disfuncdo sexual. ? Rieger R et al.*® , em 2010, publicaram que a
simpatectomia lombar endoscoOpica se mostra como uma forma efetiva de
tratamento da hiperidrose plantar. Todos o0s pacientes estudados
apresentavam hiperidrose palmo-plantar. O estudo foi realizado em Gmunden,
na Austria, e Curitiba, no Brasil. Realizaram 260 simpatectomias lombares
endoscopicas, em 130 pacientes que ja haviam realizado simpatectomia
toracica para a hiperidrose palmar. Observaram que em 97% dos pacientes, a
hiperidrose plantar foi eliminada, tendo 7% desenvolvido uma sudorese

compensatoria minima; 19%, uma neuralgia transitoria. Nado houve ocorréncia
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de disfuncdo sexual. Ressaltaram que ainda se faz necessario um numero

maior de pacientes e follow-up longo para confirmar a seguranca do método.

Sayeed et al.*” demonstraram ter havido significancia estatistica na
funcdo social e saude mental dos pacientes submetidos a simpatectémica
toracica por hiperidrose primaria, comparando a qualidade de vida no pré e

pés-operatorio através de um questionario com 36 perguntas: Questionario de

|.48 |.39.

Qualidade de Vida, descrito por Amir et al.”™ e adaptado por Campos et a

Licht et al.?® estudaram 158 pacientes com hiperidrose facial, palmar e
axilar. Realizaram simpatectomia de T2 nos pacientes com blushing facial; T2-
T3, nos pacientes com hiperidrose palmar e T2-T4, nos casos de hiperidrose
axilar, constatando que 85 % dos pacientes apresentaram hiperidrose
compensatéria - 35% de grau severo, com casos mais significativos nas
simpatectomias de T2-T4. Campos JRM et al.*® publicaram em 2003 um estudo
prospectivo com 378 pacientes portadores de hiperidrose, dos quais 344
responderam a um questionario de qualidade de vida no pds-operatorio.
Observou-se que 62,5% dos pacientes da série apresentaram hiperidrose

compensatoria, com 26,5% em grau moderado e 36%, intenso.

Moya et al.*® analisaram as &reas da pele correspondentes a
simpatectomia toracica bilateral por videotoracoscopia de T2 e T3 em 50
pacientes com hiperidrose priméaria. Os pacientes responderam a um
guestionario antes e apo0s a cirurgia sobre os diferentes pontos de suor,
analisando-se somente as areas anidroéticas. A denervacao de T2 e T3 resultou
em anidrose da méo (98,11%), da axila (73,58%), do braco (39,62%), da testa

(20,75%), do queixo, bochecha, pescoco e da nuca (16,98%), do dorso do
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térax (13,2%), do torax anterior (7,54%) e lombar (1,88%). Concluiram que os
territérios dos dermatomos influenciados pelos ganglios simpaticos T2 e T3 séo
mais extensos que o descrito nos estudos anatdmicos classicos. As areas
cutaneas inervadas pelos ganglios simpaticos T2 e T3 se estenderam para o

dermatomo T1, ou mais acima, em 20,75%%

A importancia do nosso estudo esta relacionada ao conhecimento da
fisiopatologia da hiperidrose priméria palmar. Como descrito nesta revisdo da
literatura, existem varios tratamentos propostos com eficacia, seguranca e
minimos efeitos colaterais, porém, ndo se conhece toda a influéncia do ganglio

simpatico na hiperidrose priméria palmar.



3. Métodos
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3.1 Desenho da pesquisa

Estudo transversal, amostra de conveniéncia, aprovado pela Comissao
Cientifica do Instituto do Coracdo - InCor - e pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa -CAPPesq - da Diretoria Clinica do Hospital
das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, em 21
de outubro de 2009. Os individuos participantes da pesquisa ou seus
responsaveis legais concordaram com o0 estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pela CAPPesq (apéndice 2).

Foram incluidos no estudo 54 ganglios simpaticos toracicos (G3)
removidos do hemitdérax esquerdo, provenientes de pacientes com hiperidrose
palmar (Grupo |, N=40) e pacientes-controles sabidamente sem hiperidrose

(Grupo Il, N=14).

3.2. Tamanho da amostra

Realizamos um projeto piloto em que foram realizadas as analises das
células ganglionares dos ganglios simpaticos toracicos (G3) de 10 pacientes
portadores de hiperidrose primaria palmar, submetidos a simpatectomia e 5
individuos sem hiperidrose priméaria palmar (cadaveres-IML, com até 8 horas

de Obito). Tabela 1.
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Tabela 1- Média, desvio-padrdo e resultado do teste t de Student para

comparacao entre os dois grupos

Hiperidrose  Controle
Medida diferenca t P
média dp média dp

CELSGG 7,51 3,75 566 316 1,85 0,944 0,362 ns
STRFIBR 90,91 290 91,86 199 -0,95 0,653 0,525 ns
GGESTRFI 8,36 431 619 353 217 0,971 0,346 ns

Baseado na diferenca ocorrida no projeto piloto, foi calculado o
tamanho da amostra (n) necessario para provar que existe diferenca estatistica
entre os dois grupos.Os valores foram calculados com base na suposicao de
que ocorreriam as mesmas médias e desvios- padrdo que ocorreram no

piloto.Tabela 2.

Tabela2- Tamanho da amostra. Quarenta e seis (46) casos de hiperidrose

para vinte e trés (23) casos controle.

Medida Hiperidrose Controle
Células ganglionares (CG) | 46 23
Estroma Fibrilar (EF) 92 46

CG/EF 44 22
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Porém, devido a dificuldade na captacdo de ganglios simpaticos de
doadores de orgaos, a exiguidade de material apdés a preparacdo de varias
laminas, utilizando o mesmo ganglio simpatico em diversas coloracdes e um p
significativo, optamos pela utilizacdo de uma amostra de conveniéncia (Grupo |

=40 e Grupo Il = 14).

3.3 Exérese dos ganglios simpaticos

Grupo |: Foram estudados quarenta (40) ganglios simpaticos - terceiro
ganglio simpatico toracico a esquerda (G3) - do Banco de Material Biologico do
Instituto de Patologia de Aracatuba, retirados, por videotoracoscopia, de
pacientes com hiperidrose palmar (Grupo |), pela equipe de Cirurgia Toracica
dos Hospitais Unimed e Santa Casa de Misericordia de Aracatuba.

A simpatectomia toracica é um método ja reconhecida na literatura,
com baixa morbidade, aplicada em pacientes candidatos a simpatectomia por
hiperidrose palmar. A inclusdo desses pacientes na pesquisa hao trouxe
nenhum risco adicional.

Grupo Il: Foram estudados quatorze (14) ganglios simpaticos - terceiro
ganglio simpatico toracico a esquerda (G3) - retirados a céu aberto, por
esternotomia mediana, em doadores de 6rgaos, falecidos, sem historia prévia
de hiperidrose, pela equipe de Cirurgia Toracica do InCor-FMUSP. A busca

ativa de doadores, o0s esclarecimentos e a obtengdo do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido junto as familias foram realizados pela



Métodos 29

equipe da OPO-HC, de acordo com a legislacdo brasileira vigente, sob a
orientacdo do Dr Nabor Bezerra de Moura Junior.

A retirada do ganglio simpatico, nesse grupo, através de esternotomia
mediana, por ser facil e rapida ndo trouxe prejuizo ou atraso na captacao dos
demais 6rgaos. A escolha do grupo baseou-se na impossibilidade de resseccéo
de géanglios simpaticos de individuos normais por razdes éticas. A retirada de
ganglios simpaticos de cadaveres também se torna inadequada pelo tempo
decorrido entre o 6bito e a retirada do ganglio, que ndo deve ultrapassar 12
horas, e pela dificuldade de obtencdo de dados com os familiares, fatos que
poderiam prejudicar a pesquisa. O processamento do material do grupo-
controle foi realizado no laboratério de patologia da FMUSP. O material
utilizado no grupo-controle foi 0 mesmo do estudo: "Estudo anatomo-funcional
de ganglios da cadeia simpatica toracica na hiperidrose primaria” fornecido pelo
Doutorando Nabor Bezerra de Moura Junior; Orientador Dr. José Ribas Milanez
de Campos.

A simpatectomia do terceiro ganglio simpéatico toracico (G3) a esquerda
foi escolhida por sua anatomia, facilidade de ressec¢cdo em comparacao com a
cadeia simpatica a direita e menor quantidade de estruturas vasculares

relacionadas ou sobre a cadeia simpatica.
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3.4 Técnicas cirurgicas empregadas nos pacientes dos Grupos | e ll

Grupo |

Os pacientes foram recebidos no centro cirdrgico, monitorizados com
cardioscopio, pressao arterial ndo invasiva em membro superior direito,
oximetria de pulso e capnografia.

Foram submetidos a anestesia geral intravenosa, com intubacao
orotraqueal.

Foram colocados semissentados a 45 graus, apés a intubacéo, sendo
realizadas duas incisbes de 0,5 cm (axilar e sulco mamario nas mulheres, e
axilar e areolar nos homens), por onde foram introduzidas uma 6éptica de video

de cinco milimetros, trinta graus e o bisturi elétrico.

As simpatectomias foram realizadas com ressecg¢ao do terceiro ganglio
simpético toracico a esquerda, utilizando-se o bisturi elétrico para abertura da
pleura parietal, apés a identificacdo da cadeia simpéatica, e prosseguindo a
resseccdo com tesoura e mixter de 0,5 cm endoscopicos (Fig.4). A direita foi

realizada simpaticotomia, no mesmo ato cirdrgico.
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Figura 04-  Terceiro ganglio simpatico toracico
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Apoés a simpatectomia, os pulmdes foram expandidos e retirados o ar
residual do espaco pleural, através de sonda nasogastrica numero 14,
introduzida pelo orificio axilar.

Os pacientes foram submetidos a radiografia de torax, no poés-
operatorio imediato, para identificacdo da expansdo pulmonar em sua
totalidade.

Os pacientes receberam alta no dia posterior a cirurgia, ndo havendo

complicac@es cirdargicas nos pacientes relatados neste estudo.

Grupo Il

Foram realizadas 14 simpatectomias toracicas do terceiro ganglio
simpatico do hemitérax esquerdo em doadores falecidos, de 6rgdos. A
simpatectomia foi realizada por esternotomia mediana total e abertura da

pleura parietal esquerda, com resseccao do terceiro ganglio simpatico toracico

a esquerda.
35 Critérios de Inclusao:
Grupo |

1-ldade entre 10 e 70 anos.

2-Indicacéo clinica de simpatectomia toracica por hiperidrose palmar.

3-Auséncia de cirurgias toracicas prévias.
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3.6

Grupo Il

1-Individuos doadores de 6rgéaos, falecidos, identificados e notificados

pela Organizacéo de Procura de Orgédos (OPO).
2-ldade entre 10 e 70 anos, sem histéria de hiperidrose.

3-Inclusdo no grupo, apos consentimento informado e questionario

proprio respondido por familiares ou responséaveis.

Critérios de Nao Inclusao:

1-indice de massa corporal (IMC) maior que 15% acima do ideal.

2-Dificuldade técnica para resseccdo do ganglio simpético, no
momento do procedimento cirdrgico, que colocasse em risco 0

paciente.

3-Uso de drogas Anticolinérgicas, Amitriptilina, Clonazepam, B-
bloqueador, Bloqueadores do Canal de Céalcio (Diltiazem),

Gabapentina, Indometacina, Fluoxetina.

4-Apresentacdo de doencas que pudessem interferir na fisiologia dos

ganglios simpaticos:

(A) Enddcrinas: hipertireoidismo, hiperpituitarismo, diabetes melitus,

menopausa, gravidez, feocromocitoma, acromegalia.

B) Neuroldgicas: Parkinson, doengas medula espinal.
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C) Doencas malignas: Doencas mieloproliferativas, Doenca de

Hodgkin.

D) Infeccbes: Tuberculose pulmonar, pleural ou renal.

5-Abuso cronico de substancias alcodlicas.

6-Recusa na participacéo do estudo.

3.7 Analises das Células Ganglionares

3.7.1 Morfologia

Apds a exérese cirlrgica, os espécimes ganglionares foram fixados
em formalina tamponada a 10% por 48 horas. A seguir, foram seccionados em
fatias com espessura de 5 pm, desidratados, diafanizados e incluidos em
parafina de acordo com rotina do Departamento de Patologia da FMUSP e do
Instituto de Patologia de Aracatuba. Cortes histolégicos a 5 pum foram
realizados e corados pela HEMATOXILINA & EOSINA. Pelos exames
histoldgicos, foram identificadas e analisadas as caracteristicas tintoriais e de

forma.

3.7.2 Estereologia

Os espécimes corados pela H&E foram compartimentalizados de
acordo com a presenca de ceélulas ganglionares e estroma fibrilar. Para

estimativa do numero das células ganglionares, foi utilizado o meétodo
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estereoldgico do point-counting ** através de uma ocular contendo um reticulo
de 100 pontos e 50 retas, medindo cada uma 25 um de comprimento, acoplada
a ocular de um microscopio oOptico comum (Nikon Eclipse 50i - Nikon
Instruments Inc., Tokyo, Japéo). Sob aumento de 400X, o nUmero de pontos
recobrindo as células ganglionares e o estroma fibrilar foi determinado em 10
campos histolégicos ndo coincidentes. Foram realizadas as médias para cada
parametro avaliado. Finalmente, a fracdo de area ocupada pelas células

ganglionares foi determinada pela relacao entre:

Férmula da Estereologia

% células ganglionares/estroma = NUmero de células ganglionares  x 100

NuUmero de estroma fibrilar

3.7.3 Avaliacdo da Apoptose (morte celular programada)

A maioria dos tecidos sofre constante renovacéo celular, gracas ao
equilibrio entre proliferacdo e morte das células, caracterizado por um processo
ativo de alteracdes morfolégicas e bioquimicas, a apoptose. A apoptose
também é um mecanismo de defesa, ativado sempre que ocorre uma invasao
por agentes patogénicos ou ainda quando ha lesdo do DNA. A apoptose é
factivel de ser medida pelas reagcbes do TUNEL e da Imunoexpressao da
Caspase 3. Nos 6rgdos ou tecidos onde ha mais células , havera mais

apoptose’.
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A identificacdo de células ganglionares em apoptose foi realizada pela
Reacdo do TUNEL (anexo B) e Imunoexpressdo da Caspase 3 (anexo C). A
reacdo do TUNEL marca preferencialmente segmentos de DNA clivados
durante a apoptose. As mudancas morfologicas durante a apoptose tém uma
caracteristica padrao, tornando a avaliagdo da morfologia celular um parametro
importante nas situacdes onde ha algumas ambiguidades na interpretacdo dos
resultados. A imuno-histoquimica (IHQ) utilizada para a pesquisa de anticorpo
Caspase 3 em tecido ganglionar simpatico foi realizada usando-se o0 método

Biotina-estreptavidina peroxidase.

Para estimativa da apoptose, utilizando a Reacdo do TUNEL e a
imunoexpressdo da Caspase 3, foi empregado o método estereoldgico do
point-counting °° através de uma ocular contendo um reticulo de 100 pontos e
50 retas, com 25 uym de comprimento cada uma, acoplada a ocular de um
microscopio optico comum (Nikon Eclipse 50i - Nikon Instruments Inc., Tokyo,
Japao), aumento de 400X. A porcentagem de pontos marcados no
compartimento de referéncia para cada marcador (Reacdo do TUNEL e

imunoexpressao da Caspase 3) foi expressa na formula:
P=(Pi/PT)x 100

onde Pi é o numero de pontos que incide sobre a positividade dos
marcadores e PT € o numero total de pontos analisados. A porcentagem (P) de
cada marcador sera calculada a partir dos resultados de todos os campos

analisados na amostra.
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3.7.4 Analise do Sistema Colageno / Elastica nos Ganglios Simpéticos

Para este estudo, dos blocos de parafina de cada caso foram
realizados novos cortes a 4 um para posterior realizagdo de histoquimica. Pela
técnica histoquimica do Picrosirius, foram analisados os tipos | e Il do
coldgeno sob luz polarizada. As fibras elasticas foram avaliadas pela técnica

histoquimica da Resorcina-Fucsina de Weigert.>?

A quantificacdo de fibras do sistema coldgeno/elastica foi feita por
morfometria digital, utilizando-se um analisador de imagem acoplado a um
microscopio 6ptico equipado com um polarizador de luz. O sistema utilizado
consiste de uma camera Nikon DS-Ril (Nikon Instruments Inc., Tokyo, Jap&o)
acoplada a um microscopio Nikon Eclipse 50i (Nikon Instruments Inc., Tokyo,
Japao) e um computador Pentium Dual Core 270 GHZ, 1,99 GB de RAM,
equipado com um “software” Image ProPlus 7.0 (Media Cybernetics Inc,
Bethesda, Maryland, Estados Unidos). As imagens produzidas pelo
microscopio foram processadas digitalmente pelo “software” e visualizadas no
monitor. Foram selecionados aleatoriamente 10 campos visualizados sob um
aumento de 400 X. O brilho, o contraste e a luminosidade da imagem foram
ajustados de modo que, sob luz polarizada, as fibras coldgenas foram
facilmente identificadas como birrefringentes, independentemente de sua cor.
Os mesmos valores de luminosidade, brilho e contraste foram utilizados para
todas as medidas. Com o auxilio do software, a area total em micrémetros
guadrados de colageno na amostra foi medida através do reconhecimento das

frequéncias de luz correspondentes as fibras birrefringentes. O mesmo padréo
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de frequéncias foi utilizado para todas as medidas, evitando-se assim um viés
de medida de area de colageno por campo. Apos serem feitas essas medidas,
foi obtida a razdo da area de colageno em relacdo a area de tecido sélido

daquele campo.

Para andlise da elastina, em que as laminas foram coradas pela
Resorcina-Fucsina de Weigert, utilizou-se o mesmo equipamento, a
luminosidade, o brilho e o contraste da imagem, foram ajustados de modo que
as fibras elasticas foram facilmente reconhecidas com espectros de violeta. Os
mesmos valores de luminosidade, brilho e contraste foram utilizados para todas
as medidas.

Da mesma forma que o coldgeno, a area total de fibras elasticas foi
medida pelo reconhecimento das frequéncias luminosas correspondentes as
fibras violeta da amostra. O mesmo padrdo de frequéncias foi utilizado em
todas as medidas, para nao ocorrer variagdes entre elas. Foi medida a area
total de tecido solido da mesma amostra, obtendo-se assim uma razdo da area

de tecido elastico em fung&o da &rea de tecido septal.

Formula do coladgeno:

% area do colageno/area total = Area do coldgeno  x 100

Area total

Férmula da elastina:

% area de elastina/area total = Area de elastina x 100

Area total
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3.8 Estatistica

3.8.1 Anédlise Estatistica Descritiva

As andlises descritivas para os dados quantitativos, com distribui¢cao
normal, foram realizadas, apresentando-se as médias acompanhadas dos
respectivos desvios-padrdo. Os dados quantitativos, sem distribuicdo normal,
foram expressos através das medianas acompanhas dos respectivos intervalos
interquartis 1Q (25% - 75%). Os pressupostos da distribuicdo normal em cada
grupo e a homogeneidade das variancias entre os grupos foram avaliados,

respectivamente, com o teste de Shapiro-Wilk e com o teste de Levine.

Quanto aos dados qualitativos, eles foram expressos através de suas

frequéncias e porcentagens.

3.8.2 Andlise Estatistica Inferencial

Para as variaveis quantitativas com distribuicdo normal (idade,
estereologia, caspase) foi utilizado o Teste t de Student. O teste de Mann-
Whitney foi utilizado para a variavel que ndo apresentou distribuicdo normal

(picrosirius).

A variavel qualitativa (sexo) foi avaliada, utilizando-se o teste Exato de

Fisher para comparacéo entre proporgoes.

Foi considerada uma probabilidade de erro do tipo | (a) de 0,05 em

todas as analises inferenciais.

As analises estatisticas descritivas e inferenciais foram executadas
com o software SPSS, versdao 17 (SPSS 17.0 for Windows).



4. Resultados
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Foram estudados 54 individuos, dos quais 40 individuos no Grupo | e

14 individuos Grupo II.

No periodo de 01 de janeiro de 2005 a 31 de julho de 2007 foram
realizadas 127 simpatectomias pela equipe de Cirurgia Toracica do Hospital
Unimed e Santa Casa de Misericordia de Aracatuba, das quais 40 pacientes
foram incluidos na pesquisa (Grupo 1). Oitenta e sete (87) casos foram
excluidos da pesquisa devido a: 8 pacientes por IMC maior que 15% do peso
ideal, 44 por apresentarem somente hiperidrose axilar, 35 por dificuldade
técnica no ato do procedimento cirdrgico (exemplo: devido a utilizacdo de
somente 2 toracoportes (1 para a Optica e outro para a pingca de Hooke,

tesoura, mixter)), colocando em risco o paciente e 0 sucesso da cirurgia.

4.1 Sexo

Em relacdo ao sexo, foram estudados no Grupo |, 30 pacientes do sexo
feminino (75%) e 10 do sexo masculino (25%); no Grupo Il, 7 pacientes do
sexo masculino (50%) e 7 do sexo feminino (50%), com p = 0,103. Gréfico 1.
Tabela 3.

Grafico 1- Distribuicdo por Sexo

Sexo 0=0,103

Caso Controle

B Feminino H Masculino

Nota: A variavel qualitativa (sexo) foi avaliada utilizando-se o teste Exato de Fisher, para comparagdo
entre proporcdes.
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4.2 Idade

A idade variou, no Grupo |, entre 10 e 42 anos, com uma média de
23,73 (+ 7,51) anos e no Grupo Il, entre 17 e 68 anos, com uma média de
37,57 (+ 16,65) anos, apresentando um p = 0,009. Grafico 2. Tabela 4.

Gréfico 2- Distribuicdo por Idade

IDADE p = 0,009
50,00 -

40,00 -

30,00 -

Anos

20,00 -

10,00 -

0,00 -

Caso Controle

Nota: Variavel quantitativa com distribuicdo normal, utilizado o Teste t de Student.

4.3 Estereologia

Definida como a contagem das células ganglionares dos ganglios
simpéaticos, na qual o0s espécimes corados pela H&E foram
compartimentalizados de acordo com a presenca de células ganglionares,
estroma fibrilar e vasos. A porcentagem média das células ganglionares nos
pacientes do Grupo | foi de 14,25 (+ 3,81) e no Grupo Il de 10,65 (+ 4,93) com

p = 0,007. Gréfico 3. Tabela 5. Fig. 05.
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Gréafico 3- Estereologia: Quantificacdo das células ganglionares no ganglio

simpatico.

ESTEREOLOGIA: % DE CELULAS GANGLIONARES
18,00 -
16,00 -
14,00 -
12,00 -

p = 0,007

Caso Controle

Barra de erro com IC de 95% para a média

Nota: Variavel quantitativa com distribuicdo normal, em que foi utilizado o Teste t de Student.
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Figura 05- Fotos mostrando as células ganglionares no ganglio simpético toracico
(setas), coradas pelo método H&E, aumento de 400 x. A: Hiperidrose. B:
Controle.
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4.4 Caspase

Método imuno-histoquimico para detec¢do e estimativa de apoptose. A
porcentagem média das células ganglionares coradas pela caspase no Grupo |
foi de 2,37 (+0,79) e para o Grupo Il de 0,77 (+ 0,28), com p < 0,001. Grafico 4.

Tabela 6. Fig 06.

Gréfico 4 — Caspase: Quantificacdo da apoptose das células ganglionares no

ganglio simpatico.

CASPASE p < 0,001

0,00 -

Caso Controle

Barra de erro com IC de 95% para a média

Nota: Variavel quantitativa com distribuicdo normal, em que foi utilizado o Teste t de Student.
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Figura 06- Fotos mostrando as células em apoptose no ganglio simpatico toracico
(setas), coradas pela reagcdo da Caspase 3, aumento de 400 x. A:
Hiperidrose. B: Controle.
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4.5 Picrosirius:

Quantificacdo de fibras do colageno. A mediana da &rea de coldgeno

corada pelo Picrosirius no Grupo | foi de 0,80 1Q (0,08-1,87) e no Grupo Il de

2,36 1Q (0,49-5,98), com p = 0,061. O Grupo | tem menor porcentagem de

colageno. Grafico 5, Tabela 7. Figura 07.

Grafico 5 — Picrosirius: Quantificacdo de fibras do colageno tipo | e lll, no

ganglio simpatico.

PICROSIRIUS
25,000 p = 0,061
*
20,000
*
15,000
=
10,000
*
5,000 *
0,000 a
CASO CONTROLE

Caso: Mediana 0,80 1Q (0,08-1,87)

Nota: Picrosirius apresentado em mediana e intervalo interquartil (1Q2s-750)

Controle: Mediana 2,36 1Q (0,49-5,98)
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Figura 07- Fotos mostrando as fibras do colageno tipo | e Il (em vermelho) no ganglio
simpatico toracico (setas), coradas pela técnica Imuno-histoquimica do
Picrosirius, aumento de 400 x. A: Hiperidrose. B: Controle.
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4.6 Resorcina-Fucsina de Weigert

Quantificacdo de fibras elésticas. No estudo ndo houve presenca de
fibras eldsticas no estroma das células ganglionares de ambos os grupos,
sendo somente corada pela Resorcina-Fucsina de Weigert a parede dos vasos

sanguineos (cor violeta). Figura 08.

Figura 08- Fotos mostrando as fibras elasticas no ganglio simpatico torécico (setas),
coradas pela técnica imuno-histoquimica da Resorcina Fucsina de Weigert,
aumento de 400 x. A: Hiperidrose. B: Controle.
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4.7 Reacdo do TUNEL

Método imuno-histoquimico para deteccdo e estimativa de apoptose.
Ndo houve coloracdo pela Reacdo do TUNEL nas células ganglionares de

ambos os grupos. Figura 09.

Figura 09 - Fotos mostrando o ganglio simpético toracico (seta) corado pela Reagéo
do TUNEL aumento de 400 x. A: Hiperidrose. B: Controle.
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Foram realizadas Regressodes lineares — “scatterplot” — demonstradas
nos diagramas de dispersdo linear, para todas as variaveis (idade,

estereologia, caspase, pricrosirius), sem significancia estatistica. (Anexo D).



5. Discussao
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A simpatectomia toracica videotoracoscopica (VATS) é um tratamento
mundialmente aceito para a hiperidrose primaria palmar, podendo ser realizada
por diferentes métodos: resseccdo do ganglio simpatico (simpatectomia),
transeccao (simpaticotomia) ou clipagem. Um dos principais efeitos colaterais
da simpatectomia toracica (VATS) é a sudorese compensatoéria, considerada

uma das principais causas de insucesso do metodo.

Até o presente momento, conhecemos a anatomia e a fisiologia do
sistema simpético, porém pouco da fisiopatologia da hiperidrose primaria
palmar; portanto, os métodos de tratamento sdo baseados nesses
conhecimentos. N&o havia, na literatura, trabalhos que comparassem
individuos portadores de hiperidrose com individuos sem hiperidrose, pois ndo
se havia conseguido eleger um grupo controle e uma metodologia adequada

para tais estudos.

by

Devido a exiquidade de trabalhos existentes na literatura sobre a
fisiopatologia da hiperidrose priméria palmar, principalmente na comparacéo
dos ganglios simpéticos de pacientes com hiperidrose e pacientes sem
hiperidrose, o Programa de PoOs-Graduacdo em Cirurgia Toracica e
Cardiovascular do InCor-HC-FMUSP iniciou uma linha de pesquisa envolvendo
a hiperidrose palmar e a simpatectomia toracica videotoracoscoépica. Varios
trabalhos ja foram publicados demonstrando qual o melhor nivel para
resseccdo do ganglio simpético, a qualidade de vida pré e pos-operatéria entre

outros.

Recentemente, Moura Junior et al.' evidenciram que a morte

encefdlica ndo afeta a analise imuno-histoquimica do ganglio simpético,
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tornando a utilizagdo de ganglios simpaticos de doadores de o6rgdos em
pesquisas factivel - estudo este publicado em 2012: “Preservation of Alpha 3
Neuronal Nicotinic Acetylcholine Receptor Expression in Sympathetic Ganglia

After Brain Death “*°.

Com o objetivo de aprofundarmos o conhecimento da fisiopatologia da
hiperidrose, levantamos a hipétese segundo a qual pacientes com hiperidrose
primaria palmar apresentam altera¢fes qualitativas e quantitativas das células
ganglionares simpéticas. Nosso objetivo direcionou-se para a andlise das
caracteristicas morfométricas dos ganglios simpaticos toracicos (G), a nivel do
terceiro (G3), removidos cirurgicamente de pacientes portadores de hiperidrose

palmar.

No inicio de nossa pesquisa, foi aventada a hipétese de estudar
comparativamente 0s ganglios simpaticos de individuos portadores de
hiperidrose e de cadaveres (grupo-controle). Realizamos um projeto piloto
comparando 10 ganglios simpaticos de individuos portadores de hiperidrose
primaria palmar, com 5 ganglios de cadaveres, supostamente sem historia de
hiperidrose. Havia nesse projeto uma dificuldade de obtencdo da historia
pregressa dos individuos do grupo controle, bem como de seus hébitos diarios.
A utilizacdo dos ganglios simpaticos de cadaveres se mostrou inadequada. Os
vieses que tornam o estudo utilizando cadaveres inadequados sdo: o tempo
decorrido entre o 6bito e a retirada do ganglio, que nédo deve ultrapassar 12

horas, e a dificuldade de obtencdo de dados com os familiares.

ApoOs o projeto piloto, inadequado para a pesquisa proposta, Nnosso

grupo de trabalho optou por estudar individuos portadores de hiperidrose
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primaria palmar, comparando-os com individuos doadores de 6rgdos em morte

encefalica.

Um possivel viés em nosso estudo seria o tamanho da amostra
utilizada; porém, apos a andlise estatistica, principalmente na estereologia,
observamos um p altamente significativo (p = 0,007), sendo mantida uma
amostra de conveniéncia. A dificuldade de captacdo de ganglios de individuos
doadores de 6rgdos e a escassez de tecido para a preparagdo de todas as
laminas de parafina necessarias ao estudo, pelo laboratério de patologia da

FMUSP, foram decisivas para manutencéo do N utilizado.

Em nosso estudo observamos, em relagcdo ao sexo, no Grupo |, maior
namero de mulheres (75%) do que de homens (25%), apesar da distribuicao
entre 0s sexos ser a mesma pela literatura. Esse fato ocorre devido a maior
procura pela cirurgia no sexo feminino. Ja a média das idades, no Grupo | foi
de 23,73 (10-42 anos), no Grupo Il de 37,57 (17-68 anos), sendo a média das
idades maior no Grupo Il, devido ao fato de que as mortes encefalicas por
traumas, AVC, etc.,, ocorrem predominantemente na fase adulta; em
contrapartida, a simpatectomia tem uma maior procura por adolescentes e/ou

adultos jovens.

No estudo da estereologia evidenciamos um maior nimero de células
ganglionares no ganglio simpatico do Grupo I, com p significativo (p = 0,007),
sendo esse o primeiro trabalho a demonstrar esse fato, preenchendo uma

lacuna existente na literatura.
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Corroborando com os achados da estereologia no método imuno
histoquimico da Caspase, o Grupo | também apresentou um namero de células
ganglionares em apoptose maior que o Grupo Il (p < 0,001), determinado pelo

maior numero de células presentes no ganglio.

Como demonstramos haver maior niumero de células ganglionares no
Grupo |, observamos uma menor quantidade de colageno preenchendo o
ganglio simpatico nesse grupo. No Grupo Il ocorre o inverso: menor nimero de
células ganglionares com maior area de colageno no ganglio, demonstrado na

pesquisa pela coloracéo de Picrosirius.

Portanto, conforme o constatado, os ganglios simpaticos dos pacientes
do Grupo | séo diferentes dos ganglios de individuos do Grupo Il, onde o Grupo
| apresenta maior numero de células ganglionares e em apoptose, com menor

quantidade de colageno.

As recentes descobertas pelo nosso grupo de pesquisa, incluindo as

11> e 0s achados em nosso trabalho, deixam

publicacdes de Moura Junior et a
em aberto novas perspectivas de estudos em relacdo a fisiopatologia da

hiperidrose e de seu tratamento.
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De acordo com a Analise Morfométrica de Neurbnios de Ganglios
Simpaticos Toracicos de Pacientes com e sem Hiperidrose, no presente

estudo, podemos concluir:

% Os pacientes portadores de hiperidrose priméaria palmar apresentam um
maior numero de células ganglionares no ganglio simpatico, em relagéo

aos do grupo controle.

% Ha um numero maior de células ganglionares simpaticas em apoptose

na hiperidrose.

% Os pacientes portadores de hiperidrose apresentam menos coldgeno no

ganglio simpatico.



/. Anexos




Anexos 59

Anexo A — Tabelas

Tabela 3 - Sexo

Em relacdo ao sexo, foram estudados no Grupo I: 30 pacientes do sexo feminino
(75%) e 10 do sexo masculino (25%); no Grupo Il: 7 pacientes do sexo masculino

(50%) e 7 do sexo feminino (50%), com p = 0,103.

FEMININO MASCULINO p
CASO 30 (75%) 10 (25%) 0103
CONTROLE 7 (50%) 7 (50%) ’

Tabela 4 - Idade

A idade variou, no Grupo I de 10 a 42 anos, com uma média de 23,73 (+ 7,51)
anos, no Grupo Il variou de 17 a 68 anos, com uma média de 37,57 (+ 16,65) anos,

apresentando um p = 0,000.

Média Desvio Padrao Intervalo de
Confianga
Grupo | 23,73 + 7,51 21,32-26,12

Grupo Il 37,57 + 16,65 27,95-47,18
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Tabela 5 — Estereologia

Contagem dos ganglios simpaticos, onde os espécimes corados pela H&E foram

compartimentalizados de acordo com a presenca de células ganglionares, estroma

fibrilar e vasos. A porcentagem média das células ganglionares nos pacientes do Grupo

| foi de 14,25 (+ 3,81) e no Grupo Il foi de 10,65 (+ 4,93) com p = 0,007.

Média Desvio Padrdo Intervalo de

Confianca

Grupo | 14,25 + 3,81 13,03-15,47
Grupo Il 10,65 + 4,93 7,80-13,50

Tabela 6 — Caspase

Método imuno-histoquimico para deteccdo e estimativa de apoptose. A

porcentagem média das células ganglionares coradas pela caspase no Grupo | foi de

2,37 (+0,79) e para o Grupo Il foi de 0,77 (+ 0,28) com p < 0,001.

Média Desvio Padrao Intervalo de

Confianga

Grupo | 2,37 + 0,79 2,12-2,63
Grupo Il 0,77 + 0,28 0,61-0,94




Anexos 61

Tabela 7 — Picrosirius

Quantificacdo de fibras do colageno: a mediana da &rea de colageno corada pelo
Picrosirius, no Grupo | foi de 0,80 1Q (0,08-1,87) e, no grupo Il foi de 2,36 1Q (0,49-

5,98) com p = 0,061. O Grupo | tem menor porcentagem de colageno.

Mediana Intervalo interquartis

Grupol 0,80 0,08-1,87

Grupo Il 2,36 0,49-5,98
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Tabela 8 - Grupo | — Hiperidrose

Localizacéo da

hiperidrose
Casos Grupos Sexo Idade Caspase Estereologia Picrosirius

Palmar, plantar
1 1 1 42 2,3541453 8,287292818 0,061964807

Palmar, plantar
2 1 1 26 1,2145749 19,49152542 0,035098683

Palmar,axilar
3 1 1 26 2,2494888 12,41299304 0,035098683

Palmar, plantar
4 1 1 38 2,7749229 13,93728223 0,886129498

Palmar, plantar
5 1 1 25 3,1991744 9,766925638 0,005256277

Palmar, plantar
6 1 1 19 2,9866117 18,99641577 0,103060818

Palmar,plantar,axilar
7 1 1 24 2,2494888 7,783783784 0,179772159

Palmar, plantar
8 1 2 19 3,4126163 11,27395716 0,000731104

Palmar,axilar
9 1 1 17 3,8421599 8,609271523 0,020353684

Palmar,plantar,axillar
10 1 1 31 3,1991744 17,96690307 0,000414932

Palmar,plantar,axillar
11 1 2 19 3,626943 14,28571429 0,003192985

Palmar,plantar,axilar
12 1 1 17 3,5196687 12,51409245 0,029791961

Palmar,axilar
13 1 1 37 2,4590164 20,48192771 0,479057951

Palmar, plantar
14 1 1 18 2,5641026 6,731813246 0,919953144

Palmar, plantar
15 1 1 22 1,8329939 15,0921659 7,382745885

Palmar, plantar
16 1 1 11 1,9367992 15,67944251 17,23783735

Palmar,plantar,axilar
17 1 2 22 2,3541453 12,35827664 24,76019784

Palmar,axilar
18 1 1 25 1,8329939 18,9511323 17,55673411

Palmar,plantar,axilar
19 1 1 19 1,8329939 17,82762692 3,783002319
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Casos Grupos Sexo Idade Caspase Estereologia Picrosirius Localizacéo da
hiperidrose
Palmar,axilar
20 1 1 20 1,8329939 17,80660377 23,06404242
Palmar,plantar,axilar
21 1 1 28 2,5641026 13,88564761 0,193099599
Palmar,plantar,axilar
22 1 1 14 2,145046 20,83847102 0,529225622
Palmar,plantar,axilar
23 1 1 10 2,0408163 15,47344111 0,188214914
Palmar,axilar
24 1 1 33 1,7293998 21,31782946 1,869003472
Palmar, plantar
25 1 1 37 2,4590164 13,46153846 0,848850291
Palmar, plantar
26 1 1 27 2,3541453 15,60693642 0,28030988
Palmar,axilar
27 1 2 24 4,8218029 15,49132948 0,081143325
Palmar,plantar,axilar
28 1 1 18 2,4590164 13,55353075 1,753259524
Palmar, plantar
29 1 1 26 1,9367992 11,4735658 0,415827034
Palmar,plantar,axilar
30 1 1 24 2,5641026 14,50116009 1,880642167
Palmar,plantar,axilar
31 1 1 22 3,3057851 11,04910714 2,477469071
Palmar,plantar,axilar
32 1 2 21 2,0408163 15,03579952 1,960039794
Palmar, plantar
33 1 2 24 0,9081736 10,0896861 5,421072653
Palmar, plantar
34 1 2 24 2,2494888 16,70644391 0,838551598
Palmar, plantar
35 1 2 20 0,8064516 20,55961071 1,228320346
Palmar, plantar
36 1 2 15 2,145046 14,64821223 0,73332944
Palmar,plantar,axilar
37 1 2 32 2,145046 11,45833333 1,585200181
Palmar, plantar
38 1 1 13 2,145046 11,81102362 1,306637303
Palmar, plantar
39 1 1 35 1,3171226 11,4382786 0,767901643
Palmar, plantar
40 1 1 25 1,7293998 11,43187067 1,800827476
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Tabela 9 - Grupo Il — Controle

Casos Grupos Sexo Idade Caspase Estereologia Picrosirius

1 2 2 17 0,8064516 4,741833509 22,30603039
2 2 1 51 1,1122346 14,88372093 0,55837718
3 2 2 17 0,7049345 12,88483466 1,512595541
4 2 1 60 1,4198783 9,051254089 5,963332391
5 2 1 29 1,010101 6,86695279 3,219750122
6 2 2 48 0,2004008 12,92517007 1,317887355
7 2 1 22 0,8064516 7,538802661 4,875019557
8 2 2 20 0,7049345 14,68208092 6,063561158
9 2 2 68 0,7049345 5,495689655 0,276022008
10 2 1 51 0,7049345 8,599779493 12,59196317
11 2 1 46 0,7049345 7,427341227 3,902482042
12 2 1 32 0,8064516 22,35872236 0,022171853
13 2 2 39 0,5025126 14,9132948 0,302231286
14 2 2 26 0,7049345 6,805708013 1,48502674

Notas:

Grupos: 1 — Hiperidrose 2 — Controle

Sexo:

1 — Feminino

2 — Masculino
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Anexo B - Técnica do TUNEL

As laminas foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol de 5 minutos
cada (um a 60 graus Celsius e dois a temperatura ambiente), reidratadas em
gradiente de etanol (100%, 95%, 90%, 80%, 70%), incubadas em Proteinase K
por 15-30 minutos a temperatura ambiente. Apos a lavagem por 2 banhos de 3
minutos em PBS, foram incubadas em H202 0,3% em Metanol por 30 minutos
a temperatura ambiente. A seguir foram lavadas 2 vezes em PBS e, apés
secagem da area em torno da amostra, foram pipetados 50 ul da mistura de
reacdo TUNEL (5ul da Solucédo de Enzima) (tubol-azul), mais 45ul da Solucao
de Marcador (tubo2-violeta), que marca as fitas de DNA por TdT (terminal
deoxynucleotidyl transferase), o qual catalisa a polimerizacdo de nucleotideos
marcados de extremidades livres 3'-OH de uma maneira independente (reacéo
do TUNEL) por amostra. Foram incubadas as amostras sob parafilme em
camara umida a 37 C por 60 minutos. As laminas foram lavadas 6 vezes em
PBS, secadas as areas em torno da amostra, pipetados 50 ul do Conversor de
Peroxidase (Tubo3-amarelo, no qual a fluoresceina incorpora e detecta por um
anticorpo Fab anti-fluoresceina obtidos em cabras, conjugado com soro de
cavalo através da peroxidase (POD)), por amostra. Foram incubadas as
amostras sob parafilme em camara Uumida a 37 C por 30 minutos e lavadas 3
vezes em PBS por 3 minutos cada. Para a revelagao, foram utilizados 50ul de
DAB (0,2% + H202 0,05% em PBS) para revelar a reagcdo por 10 minutos a
temperatura ambiente. Foram lavadas 3 vezes em PBS por 3 minutos cada,
onde as amostras foram contra coradas por Verde de Metila. Apos a lavagem
em agua destilada, desidratacdo por Etanol e banho em Xilol, as laminas foram

montadas em Permount.
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Anexo C - Estudo Imuno-histoquimico para o anticorpo

caspase 3

A imuno-histoquimica (IHQ) utilizada para a pesquisa de anticorpo
Caspase 3, em tecido ganglionar simpatico, foi realizada usando-se o método
Biotina-estreptavidina peroxidase. Os blocos selecionados foram submetidos a
cortes histolégicos de 3um de espessura com 0 uso de um micrétomo e
montados sobre laminas silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-silano-Sigma), sem
a realizacao de coloracdo. As laminas foram desparafinizadas e hidratadas e
seguiu-se o bloqueio da peroxidase endégena com agua oxigenada (H202)10V
3% por 7 vezes de 5 minutos cada uma. Em seguida foi realizada a lavagem
com agua e PBS. Apds os bloqueios, o anticorpo primario Caspase 3 (Cod.:
sc1226, Santa Cruz Biotechnology Inc.) titulo 1:300 para material parafinado,
foi diluido em BSA e aplicado sobre os cortes e controles, e as laminas
incubadas “overnight”. As laminas entdo foram lavadas em PBS e incubadas
pelo Kit System-HRP (DakoCytomation K0690). Apds essa etapa, as laminas
foram lavadas em PBS e seguiu-se a revelacdo pelo cromégeno 3,3
Diaminobenzidine (DAB) (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA). As laminas
foram lavadas abundantemente em &gua corrente e contracoradas com
Hematoxilina de Harris (Merck,Darmstadt,Alemanha).Em seguida, as mesmas
foram lavadas em &gua corrente, desidratadas e montadas com resina para

microscopia Entellan (Merck,Darmstadt,Alemanha).
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Anexo D — Regressao Linear (“scatterplot”)
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2) COLAGENO X ESTEREOLOGIA (TOTAL)
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3) PICROSIRIUS X ESTEREOLOGIA (TOTAL)
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4) CASPASE X ESTEREOLOGIA (TOTAL)
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Apéndice 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L N OIME: Lottt bt £ebe et e bt et ehe e ae e she e b e b e bt et e bt ehe et sareenes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..ot SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ T [
ENDEREQCO ..ottt NO e, APTO: e,
BAIRRO: ..o CIDADE ...t e
CEP: e TELEFONE:DDD(............ ) e s
2.RESPONSAVEL LEGAL ....ooiieeiieeeeeeeeeee ettt s s e snaas s
NATUREZA(grau de parentesco, tutor, CUrador €C.)  .oocereiiie e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....ccccceoviiiiiniinienieene SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO.: ...... [oioid.....
ENDERECO: ..ottt NO e APTO: i e
BAIRRO: ..o CIDADE: ..ot e
CEP: e, TELEFONE:DDD ([ ..)eceieceieiieenie et sienie e seeee

DADOS SOBRE A PESQUISA
1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA
ANALISE MORFOMETRICA DE NEURONIOS DE GANGLIOS SIMPATICOS
TORACICOS DE PACIENTES COM E SEM HIPERIDROSE PRIMARIA PALMAR
2.PESQUISADOR : FLAVIO ROBERTO GARBELINI DE OLIVEIRA

CARGO/FUNCAO:POS-GRADUANDO INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 79104-SP

UNIDADE DO HCFMUSP: DISCIPLINA DE CIRURGIA TORACICA
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3.AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o
4.DURACAO DA PESQUISA : 48 meses

Durante a realizacdo de sua cirurgia para correcdo de suor excessivo nas méaos, foi necessaria a
retirada de um fragmento de um ganglio simpatico, para que houvesse interrupcdo do suor. Na ocasido,
este ganglio foi encaminhado para o banco de material bioldgico do Instituto de Patologia de Aracatuba-
SP. Este material é guardado por 20 anos e ap6s esse periodo devera ser descartado, ja que ndo apresenta
utilidade para o paciente apds a sua retirada. Neste momento, estamos realizando um estudo que tem por
objetivo comparar ganglios de pessoas com suor excessivo nas mdos com ganglios de pessoas que
apresentam suor considerado normal, para sabermos se 0 suor excessivo € proveniente de alteracdes do
préprio ganglio. Assim, solicitamos sua autorizagdo para utilizacdo do ganglio retirado durante a sua
cirurgia e que esti armazenado no Instituto de Patologia de Aracatuba para andlise durante este estudo.
N&o ha risco ou beneficio direto para o participante desta pesquisa, porém, este estudo podera contribuir
no futuro para conhecermos melhor a doenca que provoca o suor excessivo (hiperidrose) e seu
tratamento.

Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. Os principais investigadores sdo 0s
Drs. Flavio Roberto Garbelini de Oliveira e José Ribas Milanez de Campos que podem ser encontrados
no enderego Av Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44, 2° andar — Cerqueira César — Séo Paulo, SP
Telefone(s) 11 (3069-5248). Se voce tiver alguma considera¢do ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar —
tel.: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar

do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicdo; Direito de
confidencialidade — As informacGes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo
sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente; Direito de ser mantido atualizado sobre os
resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesquisadores; Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante
em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo hd compensacéo financeira
relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento
da pesquisa. Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo ”Anélise morfométrica de neurdnios de ganglios simpaticos torécicos de

pacientes com e sem hiperidrose primaria palmar”.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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Eu discuti com os Drs. Flavio Roberto Garbelini de Oliveira e José Ribas Milanez de Campos
sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade
e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacéo é isenta de despesas e que
tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no

meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia

auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente

ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responséavel pelo estudo Data [



Apéndice

Apéndice 2 — Aprovacéo do projeto pela CAPPesq

4 and

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesqg da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de SGo Paulo, em sessdo de 21/10/2009., APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n° 1051/09, intitulado: "ANALISE MORFOMETRICA DE
NEURONIOS DE GANGLIOS SIMPATICOS TORACICOS DE PACIENTES COM E SEM
HIPERIDROSE PRIMARIA PALMAR' apresentado pela COMISSAO CIENTIFICA DO
INCOR, inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Sadde n° 196, de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra "'c").

Pesquisador (a) Responsdavel: José Ribas Milanez de Campos
Pesquisador (a) Executante: Flavio Roberto Garbelini de Oliveira
CAPPesq, 21 de Outubro de 2009

Tt W

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da ComissGo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

CUMISSAQ CIENTIFICA
RECEBIDO

IS VAC WA H
o Xwnwe

Comiss&o de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - S&0 Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesqg@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
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Apéndice 3 - Termo de ciéncia Hospital Unimed de Aracatuba

HOSPITAL

Unimed £%

Aracatuba

Termo de Ciéncia

Estou ciente que o Dr. Flavio Roberto Garbelini de Oliveira, CRM

79104, CPF 100914098-10, ira realizar o projeto intitulado ANALISE
MORFOMETRICA DE NEURONIOS DE GANGLIOS SIMPATICOS
TORACICOS DE PACIENTES COM E SEM HIPERIDROSE PRIMARIA
PALMAR no programa de Pods-graduagdo em Cirurgia Toracica e
Cardiovascular, assim que o projeto for aprovado. O projeto tera como
orientador o Prof. Dr. José Ribas Milanez de Campos e sera realizado na
Disciplina de Cirurgia Toracica INCOR-FMUSP.
Serao utilizados ganglios simpaticos,que estdo armazenados no banco de
material biolégico do Instituto de Patologia de Aracatuba-SP.Os ganglios
foram retirados de pacientes submetidos a simpatectomia toracica por
hiperidrose palmar no Hospital Unimed de Aracatuba.Os pacientes
fornecerdo termo de consentimento esclarecido para a utilizagdo do
material armazenado.

Aracgatuba 08 de Junho de 2009

Dr Vinicius Nakad Orsati

Diretor Clinico
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Apéndice 4 — Termo de ciéncia Instituto de Patologia de Aracatuba

L

INSTITUTO DE

MATTAR & VERONESE S/C LTDA.

C.G.C. 51.106.110/0001-73

R. FLORIANO PEIXOTO, 808 - FONE/FAX (018) 623.6326
PATOLOGIA DE ARACATUBA CEP 16015-000 - ARAGATUBA-SP

Aragatuba 08 de junho de 2009
TERMO DE CIENCIA

Estou ciente que o Dr. Flavio Roberto Garbeline de Oliveira, CRM
79104, CPF 100914098-10, ird realizar o projeto intitulado ANALISE
MORFOMETRICA DE NEURONIOS DE GANGLIOS SIMPATICOS
TORACICOS DE PACIENTES COM E SEM HIPERIDROSE
PRIMARIA PALMAR no programa de Pés-graduagdo em Cirurgia
Torécica e Cardiovascular, assim que o projeto for aprovado. O projeto tera
como orientador o Prof, Dr. José Ribas Milanez de Campos e ser4 realizado
na Disciplina de Cirurgia Tordcica INCOR-FMUSP.

Serdio utilizados ginglios simpéticos, que estdo armazenados no
banco de material biolégico do Instituto de Patologia de Aragatuba-SP. Os
ganglios foram retirados de pacientes submetidos e simpatectomia toracica
por hiperidrose palmar nos Hospitais Unimed e Santa Casa de Misericérdia
de Aragatuba. Os pacientes fornecerdo termo de consentimento esclarecido
para a utilizagdo do material armazenado.

712

Dt Luiz Alberto Veronese
CRM-SP 35040

fiberto Veponiese
CRM - 35040
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Apéndice 5 - Termo de ciéncia Santa Casa de Aracatuba

SANTA CASA DE MISERICORDIA DE ARACATUBA
Hospital Sagrado Coragdo de Jesus

Rua Floriano Peixot0,896 - Fone (018) 3607-3000 —Fax (018) 3623-8473 - CEP 16015-000
Caixa Postal 93 - Aragatuba - SP

CGC (MF) 43 751 502 0001-67

Termo de Ciéncia

Estou ciente que o Dr. Flavio Roberto Garbelini de Oliveira, CRM 79104, CPF
100914098-10, ira realizar o projeto intitulado ANALISE MORFOMETRICA DE
NEURONIOS DE GANGLIOS SIMPATICOS TORACICOS DE PACIENTES COM E SEM
HIPERIDROSE PRIMARIA PALMAR no programa de Pés-graduacédo em Cirurgia Toracica
e Cardiovascular, assim que o projeto for aprovado. O projeto terd como orientador o Prof.
Dr. José Ribas Milanez de Campos e sera realizado na Disciplina de Cirurgia Toracica
INCOR-FMUSP.

Serdo utilizados ganglios simpaticos,que estdo armazenados no banco de material
biolégico do Instituto de Patologia de Aragatuba-SP.Os ganglios foram retirados de
pacientes submetidos a simpatectomia toracica por hiperidrose palmar na Santa Casa de
Aracatuba.Os pacientes forneceréo termo de consentimento esclarecido para a utilizagao

do material armazenado.

] Dr. Sérgio Smolentzov
il

U AV

Dr. Sérgio Smolentzov
Diretor Clinico da
Santa Casa de Misericordia de Aracatuba

Aragatuba 08 de Junho de 2009



