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INTRODUCAO

O transplante de o6rgdos é considerado o
tratamento de escolha para muitos pacien-
tes em estagio final da doen¢a. Dados atuais
mostram que existe grande diferenga entre o
nimero de pacientes que necessitam de um
o6rgao para transplante e o numero de doado-
res possiveis. No Brasil, em 2019, o nimero
de potenciais doadores foi de 11399, porém
apenas 33% tornaram-se doadores efetivos
(RGT 2019, ABTO). Nossa legislagao vigen-
te permite a doagao de drgaos apos a morte
encefalica e a doagdo entre vivos. Entretanto,
hd a possibilidade de captagao de tecidos para
transplante (cornea, vasos, pele, ossos e ten-
ddes) em um curto espago de tempo apods a
morte por parada cardiaca.

O pulméao ¢ um dos 6rgdos com menor
aproveitamento para transplante (em torno de
6%). A lista de espera de pulméo possui cer-
ca de 200 pacientes e aproximadamente 22%
desta lista vai a 6bito aguardando um 6rgao
viavel (RBT 2019, ABTO). Apenas 10% -15%
dos pulmoes sdo considerados clinicamente
adequados para transplante, apos um proces-
so de selecdo subjetivo, mas rigoroso, baseado
em parametros clinicos e fisiolégicos. Em re-
lagdo aos doadores computados durante 2019,
apenas 2,8% tiveram seus pulmdes transplan-
tados efetivamente (RBT 2019, ABTO).

No contexto mundial, os pulmdes para
transplante provém, principalmente, de doa-
dores em morte encefalica (donor after brain
death, DBD). Paralelamente, ha a doagédo en-
tre vivos (doacao de lobo pulmonar) e a do-
acdo apos morte por parada cardiaca (donor
after cardiac death, DCD). Varios paises ja
fazem uso de 6rgaos captados de doadores
DCD com sucesso, como ¢ o caso da Bélgi-
ca, Holanda, Reino Unido, Fran¢a, Espanha,
China, Estados Unidos e Japao. Na Inglater-
ra, em um levantamento do periodo de 2004
a 2014, o aumento significativo nos drgaos
transplantados veio do aumento de doadores

DCD (Hodgson et al., 2017). Portanto, se a
doagao de drgaos apds DCD fosse permitida
no Brasil, teriamos um aumento de possiveis
doadores no pais.

Conforme mencionado, devido ao grande
potencial estimado no aumento do nimero
de doadores, a doa¢ao de orgaos depois da
determina¢do de morte por parada cardiaca
vem sendo implantada em varios paises na
ultima década. Ja existem dados publicados
que apontam que no curto e médio prazo, os
resultados de pacientes que recebem pulmoes
de doadores DCD sido equivalentes aque-
les que receberam drgaos de doadores DBD
(Gomez-de- Antonio et al., 2012; Mooney et
al.,2016). Por outro lado, a DCD difere em
muitos aspectos da DBD e apresenta desafios
especificos; os pulmdes oriundos de DCD
compdem uma porcentagem dos pulmoes
transplantados e os cuidados com este doador
focam em evitar a degradagao post-mortem e
seus efeitos, que comprometeriam os resulta-
dos do transplante (Inci, 2017).

Com a intenc¢ao de expandir a doagao apds
morte cardiaca, o primeiro workshop para
DCD foi realizado em Maastricht (Holanda,
1995) para caracterizar estes doadores e de-
finir critérios de classificagdo (Kootstra; Da-
emen; Oomen, 1995). Estes sao considerados
controlados, quando os doadores se encon-
tram na Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
ou no centro cirdrgico e ha planejamento da
captacao antes da ocorréncia da morte e, ndo
controlados, quando a morte acontece antes
de se cogitar a captagdo de 6rgaos. Captagao
em ambiente controlado permite a avaliacdo
prévia da fungdo do érgao e a redugdo do tem-
po de isquemia até o inicio das medidas de
preservagao do 6rgao (Dunne; Doherty, 2011;
Elgharably; Shafii; Mason, 2015; Bedenkoet
al,, 2016).

A principal diferenca entre os 6rgaos cap-
tados apds morte encefalica e morte cardiaca
¢ a duragao da isquemia quente, periodo em
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que ha parada da circulagdo com o possivel
doador em temperatura corporal normal.
Apds a morte encefalica, os 6rgidos podem
ser submetidos a perfusio fria antes da capta-
¢do, reduzindo a isquemia quente. Em relagao
a morte cardiaca, sempre ha algum grau de
isquemia quente e ele deve ser o mais curto
possivel para evitar danos irreversiveis pelo
estresse metabodlico (Dunne; Doherty, 2011).

Apods a morte e o periodo de sua confir-
magao, inicia-se o protocolo de captagdo e/
ou preservagdo do(s) 6rgao(s). Ha protocolos
que incluem a hepariniza¢ao do doador, pre-
viamente a parada cardiaca, para evitar trom-
boembolismo e formagdes de trombos que
podem ser levados ao receptor. Paralelamen-
te, a ventilagdo mecanica com oxigénio apds a
morte preserva ultraestrutura pulmonar e re-
duz a morte celular (Alessandrini et al., 1994).
Neste contexto, estudos experimentais que
avaliem os efeitos da morte por parada cardi-
aca nos pulmoes e os mecanismos envolvidos
revestem-se de importéancia.

A perfusao pulmonar, ex vivo ou in situ (re-
gional), pode ser utilizada para reavaliar e re-
condicionar pulmoes passiveis de doagdo, que
tenham sido rejeitados inicialmente devido a
qualidade inferior. A principal limitagdo da
perfusdo pulmonar é a manuten¢ao da inte-
gridade da barreira alvéolo-capilar, evitando
o aumento da resisténcia vascular pulmonar e
o edema, que comprometem a fung¢éo pulmo-
nar. Atualmente diversos sistemas de perfusao
ex vivo estdo disponiveis e baseiam-se na per-
fusao hipotérmica ou normotérmica (Lonati
et al., 2018). Estes equipamentos de perfusio,
permitem a ampliagdo do nimero de drgaos
para transplante a partir do recondicionamen-
to de 6rgaos considerados marginais. Hoje a
perfusdo ex vivo normotérmica passou a ser
uma estratégia de preservagdo pulmonar, ja
que a capacidade da preservagdo hipotérmica
de resgatar pulmdes considerados inaprovei-
taveis é limitada com uma taxa de 85% e néo

permite uma avaliacdo adequada das condi-
¢des do drgao (Cypel, 2012).

A perfusdo normotérmica regional, dife-
rentemente da perfusido ex vivo possibilita a
avaliacao do potencial 6rgao a ser doado an-
tes de ser retirado e transplantado, reduzindo
os custos envolvidos. Ndo ha necessidade de
equipamento ex vivo especifico para o 6rgao,
nem da prontiddo da equipe e local, caso nao
seja possivel a realizagdo do procedimento.
Deve-se levar em considera¢ao que um do-
ador pode fornecer mais de um 6rgio para
doagdo e, desta forma, a preservagao in situ
acrescentaria mais um beneficio ao transplan-
te (Messer et al., 2018). A perfusdo regional
é utilizada principalmente para a perfusdo de
6rgaos abdominais e permite o fornecimen-
to de adequada quantidade de oxigénio e de
outros substratos para manter a homeostase e
recondicionar drgdos para transplante (Hes-
sheimer et al., 2015). Zanierato et al. (2020)
descrevem uma combinagao de perfusao nor-
motérmica regional para érgaos abdominais
em conjunto com a utilizagdo de uma estra-
tégia de perfusdo regional com ventilagdo
mecénica para a preserva¢do de pulmoes em
doadores com parada cardiaca. Porém, estu-
dos experimentais acerca dos mecanismos
envolvidos na lesao pulmonar causada pela
morte em parada cardiaca concentram-se na
avaliacao e recondicionamento desses drgaos
em equipamentos de perfusdo ex vivo (Lonati
et al., 2018; Machuca; Cypel,2014; Yamada et
al., 2015; Resch et al., 2020; Wang et al., 2018)

Neste contexto, o objetivo deste estudo
serd avaliar a lesdo pulmonar apds a parada
cardiaca e os efeitos da perfusao normotérmi-
ca regional dos pulmdes em ratos. A hipotese
proposta é a redugdo do comprometimento
pulmonar que se segue ao periodo de isque-
mia quente pds-parada cardiaca pela perfusao
regional dos pulmades.




OBJETIVOS

Pretendeu-se:
o Avaliar a lesdo pulmonar;
o Quantificar mediadores inflamatérios
no perfusato e no meio de cultura pul-
monar;
o Quantificar a concentragdo e expres-
sdo génica de mediadores inflamatérios e
marcadores de apoptose em homogenato
de tecido pulmonar.

MATERIAIS E METODOS
ANIMAIS

O presente projeto de pesquisa foi aprova-
do pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Coordenadoria de Etica em Pes-
quisa da Faculdade de Medicina da Universi-
dade de Sao Paulo . Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Investigagao
Médica (LIM)-11 do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo. Os animais foram manipulados de
acordo com a Diretriz Brasileira para o Cui-
dado e a Utilizagdo de Animais em Atividades
de Ensino ou de Pesquisa Cientifica - DBCA
(2016) do CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimenta¢ao Animal).

Neste estudo foram utilizados 60 ratos ma-
chos Wistar provenientes do biotério da Fa-
culdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, pesando entre 250 e 350g. Os animais
foram mantidos a 23 + 2 °C, periodo de claro
e escuro de 12 h, sem restri¢des a ingestdo de
agua e ragao.

Os grupos de estudo foram constituidos de:

o Controle morte circulatoria sem
ventilacao (CNV): ratos submetidos a
morte circulatéria e mantidos por 30 mi-
nutos sem suporte ventilatdrio;

o Controle morte circulatéoria com
ventilacao (CV): ratos submetidos a
morte circulatéria e mantidos por 30 mi-
nutos com suporte ventilatorio;

o Morte circulatoria sem ventilacao

seguida de perfusiao regional de pul-
mao (NVP): ratos submetidos a morte
circulatéria e mantidos por 30 minutos
sem suporte ventilatdrio seguido de per-
fusao regional de pulmao por 2 horas;

o Morte circulatéria com ventilagao
seguida de perfusiao regional de pul-
mao (VP): ratos submetidos a morte cir-
culatoria e mantidos por 30 minutos com
suporte ventilatério seguido de perfusao
regional de pulmao por 2 horas;

ANESTESIA E PARADA
CIRCULATORIA

Os animais foram anestesiados com uma
mistura de isoflurano (5%) e oxigénio (21%)
em uma camara fechada. Subsequentemente,
intubados e conectados a um ventilador para
roedores com uma FiO2 de 60%, volume cor-
rente de 10 ml/kg, e frequéncia de 70 ciclos/
minuto. Quando o animal estava pronto para
cirurgia ap6s a parada cardiaca, foi submetido
a traqueostomia com inser¢ao de cateter 16G.

MORTE CIRCULATORIA E
PERFUSAO PULMONAR IN SITU

Os animais foram colocados em plataforma
cirurgica com aquecimento local (37 °C). 500
Ul/kg (aproximadamente 0,3ml) de heparina
intravenosa (IV) foi administrada. Ap6s um
minuto, 19,1% de solu¢ao de KCl foi adminis-
trado IV e levou a parada cardiocirculatéria.
O sistema de anestesia foi desligado e a venti-
lagdo foi mantida nos grupos designados.

O animal permaneceu em isquemia quente
por 30 minutos. Durante este periodo foi rea-
lizada toracotomia mediana (incisdo ao longo
do esterno) para acesso ao bloqueio cardia-
co/pulmao. A artéria pulmonar foi canulada,
o atrio direito foi acessado e uma canula de
ponta romba foi introduzida na artéria pul-
monar principal para infusdo de solugdo de
preservagao (Perfadex®, XVIVO; Gothenburg,
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Sweden). O ventriculo esquerdo foi aberto e
cancelado para permitir a saida do perfusato
apds a pequena circulagao.

Apds operiodo de isquemia quente, o venti-
lador foi iniciado nos grupos onde estava desli-
gado. A perfusdo ocorreu com fluxo de infusdo
inicial variavel, visando manter a pressao arte-
rial média abaixo de 20 mmHg, medida pelo
transdutor conectado a canula de ponta romba.
A perfuséo continua durou 2 horas.

\ Open circuit

Figura 1. - Representacdo esquemdtica do
sistema de perfusdo: Vidrarias com Perfadex®,
2- Banho Maria, 3- Bomba Peristdltica 4-
Ventilagdo, 5- Bomba de Seringa 6- Placa

Aquecedora.
DETERMINA(;AO DA
CONCENTRACAO DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS NO PERFUSATO,
NO TECIDO PULMONAR E EM
AMOSTRAS DE CULTURA DE
PULMAO

A determinacédo da concentragdo de media-
dores inflamatdrios (IL-6, IL-10, IL-1p e TNF-
-a) no perfusato, tecido pulmonar e em amos-
tras de cultura de pulmao foi realizada com a
utilizagdo kits comerciais de ELISA (Duo Set,
R & D System®, EUA) seguindo as instrugdes
do fabricante. Para o homogenato tecidual, os
tecidos foram pesados e homogeneizados em
1 ml de solugéo salina tamponada com fosfa-
to (PBS), pH 6,0, contendo 0,5% de brometo
de hexadecil-trimetil-amoénio (CTAB) e 4ci-
do etilenodiaminotetracético (EDTA) 5mM
usando gentleMACS™ Dissociator from Mil-

tenyi Biotec, Germany. A densidade 6ptica foi
obtida por espectrofotometro (SpectraMax®
PLUS Microplate Reader, Molecular Devices,
EUA).

ANALISES HISTOPATOLOGICAS

Apos o término do periodo experimental,
fragmentos de tecido pulmonar foram fixados
em solu¢ao de formaldeido a 10%. Os tecidos
foram processados, embebidos em parafina,
seccionados e corados (hematoxilina/eosina)
para analise histopatoldgica usando micros-
copio oOptico. Analises morfométricas con-
vencionais foram realizadas em uma se¢do
por animal (n= 5 por grupo). Os parametros
investigados incluiram edema e hemorragia
intersticial, analisados por dois observadores.
Os cortes foram digitalizados, e cinco are-
as por imagem foram extraidas e exportadas
em um formato compativel com software NIS
Elements (Nikon, Japao). O nimero de uni-
dades de edema e hemorragia foi expresso por
area de tecido.

PCR EM TEMPO REAL PARA
EXPRESSAO GENICA

Os genes foram quantificados quanto a
sua expressdo através de PCR em tempo real,
em aparelho StepOne Plus® (AppliedBiosys-
tem, EUA). A extracio de RNA dos tecidos
(pulmio) foi realizada com a utiliza¢ao de
kit comercial mirVana™ miRNAisolation Kit
(Ambion®-Thermo Fisher Scientific, EUA),
seguindo o protocolo do fabricante. O cDNA
foi transcrito (High capacity reverse trans-
criptase Kit, AppliedBiosystem, EUA) e a rea-
¢do de PCR em tempo real realizada. SYBR"-
Green primers foram utilizados (Applied
Biosystems) para B-actina, IL-1p, IL-6, IL-10,
TNEF-a, caspase-3, BCL-2 e BAX (Tabela 1).
As condigoes de ciclagem foram: 2 minutos a
50°C, 10 minutos a 95 °C seguido de 40 ciclos
de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60 °C.
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Real-time PCR SYBR®Green
RN TNFa fw 5-AGGCTGTCGCTACATCACTGAA-3’
e RN TNFa rv 5"-TGACCCGTAGGGCGATTACA-3’
RN IL-1B fw 5-CAGCAATGGTCGGGACATAGTT-3"
e RN IL-1B rv 5"-GCATTAGGAATAGTGCAGCCATCT-3’
RN IL-10 fw 5-GCAACAGCTCAGCGCATCT-3"
et RN IL-10 rv 5"-ACAAACTGGTCACAGCTTTCGA-3’
RN IL-6 fw 5"-CAACTTCCAATGCTCTCCTAATG-3"
e RN IL-6 rv 5"-TTCAAGTGCTTTCAAGAGTTGGAT-3’
RN CASP-3 fw 5-GCATGCCAGAAGATACCAGTGG-3’
Caspase-3
RN CASP-3 rv 5"-AGTTTCAGCATGGCGCAAA-3’
RN BCL-2 fw 5"-CTGGGATGCCTTTGTGGAA-3’
peL2 RN BCL-2 rv 5"-TCAGAGACAGCCAGGAGAAATCA-3’
RN BAX fw 5-TGCTGATGGCAACTTCAACTGG-3
pax RN BAX rv 5-TGGTTCTGATCAGCTCGGGCA-3

TNE, tumor necrosis factor; IL, interleukin; BCL-2, B-cell leukemia/lymphoma-2; BAX, B-cell leukemia/

lymphoma- associated X.

Tabela 1 — Primers SYBR°Green




EUTANASIA E DESCARTE DOS
ANIMAIS

Os animais sob anestesia sofreram parada
cardiocirculatoria e foram descartados apds
o término do experimento de acordo com as
normas vigentes para incineragao.

ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos foram expressos
como média + erro padrao da média (EPM).
As analises estatisticas foram conduzidas uti-
lizando GraphPad Prism Software v.6. Os da-
dos foram analisados quanto a distribuigéo,
por teste de normalidade e submetidos a ana-
lise de varidncia (ANOVA) seguido do teste de
Benjamin de comparagoes multiplas. Valores
de P < 0,05 foram considerados significantes.

RESULTADOS

AVALIACAO DOS GASES E DO PH
NO PERFUSATO:

Para avaliar a fun¢ao dos pulmoes durante a
perfusdo in-situ, a analise de gases no perfusa-
to foram realizadas e constatou-se que os gases
e o pH permaneceram estaveis durante toda a
perfusdo (Figura 2).

DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS NO PERFUSATO,
NO TECIDO PULMONAR E EM
AMOSTRAS DE CULTURA DE
PULMAO:

As analises dos mediadores inflamatorios
no perfusato sdo apresentadas na Figura 3.
Pode-se observar o aumento de TNF-a e IL-
10 ao longo do tempo, quando se comparam
as amostras obtidas ap6s 15 min e as obtidas
apos 2 h de perfusao.

Paralelamente as analises de perfusato,
foram quantificados mediadores inflamaté-
rios no homogenato de tecido pulmonar e no
meio de cultura do explante pulmonar, além

da expressao génica desses mediadores (Figu-
ras 4-7). Os dados apontam para o aumento
da liberagao de mediadores no tecido pulmo-
nar (TNF- a e IL-1P) dos animais submetidos
a perfusdo regional em comparagdo com os
controles, mantidos em isquemia fria. Apds
24 h em cultura pulmonar ndo encontramos
diferencas significativas, apenas uma redugao
de IL-6 no grupo ventilado e perfundido.

Nio foram observadas diferengas na ex-
pressaio do gene TNF-a, entretanto, obser-
vou-se uma major concentragdo nos grupos
perfundidos. Além disso, a expressdo génica
de IL-10 também foi elevada em ambos os
grupos perfundidos em compara¢ao com os
respectivos controles. A expressao génica de
IL-6 foi maior no grupo perfundido sem ven-
tilagdo durante isquemia quente.

ANALISES HISTOPATOLOGICAS:

A analise histologica do pulmao permitiu a
avaliacao do tecido neste modelo experimen-
tal. A Figura 8 ilustra os resultados de hemor-
ragia e edema. Ha uma redugdo significati-
va da hemorragia apos a perfusdo. O edema
apresentou o mesmo perfil em todos os gru-
pos, com tendéncia de diminui¢do ao longo
do tempo de perfusao.

MARCADORES DE APOPTOSE:

Em nosso estudo, a perfusio aumentou a
expressdo génica de caspase-3 em animais de
grupos ndo ventilados e a ventilagdo foi capaz
de reduzi-la (Figura 9). Nao foram encontradas

Para melhor avaliagdo da morte celular,
analisamos a expressao proteica de BAX e
BCL-2 (Figura 10). Sua razao é utilizada para
avaliar a intensidade da inducdo de morte ce-
lular no tecido, Observando o padrao apre-
sentado pelo balan¢o imunohistoquimico
entre BAX (proteina pro-apoptdtica) e BCL-2
(proteina antiapoptdtica), os grupos perfun-
didos mostraram redugdo da apoptose apos
2h de perfusao regional.
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Figura 2. Andlise de gases no perfusato aos 15 minutos de perfusido e 120 minutos. A: P ANOVA PH:
0.1515 B: P ANOVA PCO,: 0.7644 e C: P ANOVA PO,: 0.6581. Os valores sdo apresentados como a média
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Figura 3. Quantificacdo de mediadores inflamatdrios no perfusato apds 15 e 120 min de perfusio regional
dos pulmoes. Os valores sio apresentados como a média + Erro padrdo (N = 8). NVP-Nio-ventilado
durante isquemia quente; VP-Ventilado durante isquemia quente.
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explantes foram ajustados pelo peso do tecido seco (mg).
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Figura 8. Anilise histopatolégica pulmonar de edema e hemorragia. Fotomicrografias de cortes
pulmonares corados com coloragdo padrdo de hematoxilina e eosina. A: Hemorragia e B: Edema. Os
dados sdo expressos como unidade por média + SEM de 10 fotos/animal e 8 animais/grupo de animais
na histopatologia pulmonar, CNV-Grupo controle ndo ventilado; CV-COntrole ventilado; NVP-Nao

ventilado durante isquemia quente e perfundido; VP-Ventilado durante isquemia quente e perfundido.
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Figura 9 - Expressao génica da Caspase-3 e BCL2. Os valores estdo apresentados como mediana e faixa de
5%-95% (PCR) (N = 8).
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Figura 10 - Razio da expressdo proteica de BAX/BCL-2. As expressdes proteicas de BAX e BCL-2 foram
obtidas por imunohistoquimica. Os dados estdo expressos como média + Erro padrdo de 10 fotos/animal,
e 5 animais/grupo.
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Figura 11 - Expressdo génica de iNOS. Os valores estdo apresentados como mediana e faixa de 5%-95%
(PCR) (N =38).




Analisamos a expressao génica de iNOS
nos pulmdes e os resultados estdo apresenta-
dos na Figura 11. O gene iNOS foi regulado
positivamente nos pulmdes e, de acordo com
os outros resultados, indicam maior expressao
nos grupos perfundidos.

CONCLUSAO

Conclui-se que a perfusiao pulmonar nor-
motérmica regional apos parada cardiaca foi
capaz de reduzir a hemorragia e a apoptose
no tecido pulmonar. Porém, houve a ativagao
da inflamagédo, com a liberacdo e maior perfil

inflamatdrio por meio do aumento de outros
parametros (IL-6, IL-10, IL1-B, TNF-a, caspa-
se-3 e iNOS).
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