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Resumo

Mariani AW. Preservagao pulmonar com ECMO-tépico ou isquemia fria. Avaliacdo
funcional ex vivo e histolégica de pulmbes ndo aceitos para transplante pulmonar.
[Dissertagao]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012.

Introducgdo: Apesar dos importantes avangos na preservacido pulmonar alcangados
nas ultimas décadas esta questdo permanece longe do ideal e representa um dos
maiores problemas enfrentados pelos grupos de transplante pulmonar. O grupo da
Suécia liderado pelo Prof. Stig Steen descreveu um novo método de preservacéo
pulmonar chamado de ECMO-tépico que foi publicado nos mesmos artigos que
divulgaram o sistema de perfusdo ex vivo. Todavia, este novo método nunca foi
avaliado de forma comparativa contra a forma atualmente mais aceita de
preservacdo pulmonar: a isquemia fria apds infusdo de solugao de preservacdo. O
presente estudo compara estas duas formas de preservacao utilizando um modelo
de avaliagdo pulmonar ex vivo. Como objetivos secundarios foram estudados: a
capacidade de recuperagao da fungdo pulmonar pelo sistema ex vivo e a utilidade
do modelo experimental “bloco pulmonar dividido”. Métodos: Quatorze pulmobes
foram captados de sete doadores em morte encefalica negados para transplante
pulmonar. Apés a preservacgao inicial com perfusdo anterégrada de solugdo de LPD-
glicose o bloco pulmonar foi dividido, sendo cada lado submetido a um médoto
diferente de preservacido: ECMO-topico ou isquemia fria por oito horas. Apds este
periodo os pulmdes foram re-conectados e avaliados em um sistema de reperfusao
pulmonar ex vivo estudando-se parametros funcionais e histoldgicos; bidpsias
pulmonares foram coletadas em trés tempos em cada lado. As variaveis funcionais
estudadas foram: capacidade de oxigenag¢do (CO), pressao de artéria pulmonar
(PAP) e resisténcia vascular pulmonar (RVP). As variaveis histolégicas foram:
escore de lesdo pulmonar (ELP), contagem de células apoptéticas (CCA) e estudo
de microscopia eletrénica de transmissao. Resultados: Sete casos foram incluidos. A
idade média foi de 53.86 anos (x16.7); sexo masculino em 4 casos (57.1%); causa
da morte encefalica: acidente vascular encefalico hemorragico em 5 doadores e
trauma cranio encefalico em 2. O lado submetido ao ECMO-tépico: direito em 4 e
esquerdo em 3 casos. A média da CO foi 468.00 mmHg (+81.69) no grupo ECMO-
tépico e 455.86 (+54.05) no grupo isquemia fria (p=0. 758); a mediana da PAP foi
de 140 mmHg120 - 160) para o ECMO-topico e 140mmHg 140 - 150) para isquemia fria
(p=0,285); a mediana da RVP 459 dina.s.cm-5 (43243 — 492,30y N0 grupo ECMO-t6pico e
474,5 dina.s.cm-5 (45001 — 54545 NO grupo isquemia fria (p=0,285). As médias dos
escores de lesdo pulmonar encontrados foram: para o grupo ECMO-t6pico em T1
6,285 (+4,029), em T2 8,714 (£7,714) e em T3 9,571 (£7,857); ja no grupo isquemia
fria as médias foram em T1 7,571 (x4,429), em T2 7,714 (x4,785) e em T3 7,857
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(x6,121) p = 0,531. As médias das contagens de células apoptoéticas foram: para o
grupo ECMO-tépico em T1 16,71(x2,545), em T2 20,71 (£5,843) e em T3 25,00
(£9,34); no grupo isquemia fria em T1 18,57 (+5,118), em T2 17,57 (+3,014) e em T3
24,86 (+10,374) p=0,803. O estudo de microscopia eletronica de transmissdo nao
demonstrou diferengas entre os grupos. Conclusdes: Neste estudo o ECMO-tépico
nao demonstrou melhora na preservagao pulmonar, comparado a isquemia fria, em
nenhum dos parametros estudados . O modelo de reperfusdo pulmonar ex vivo
permitiu importante melhora na fungdo pulmonar, e o0 modelo experimental com
bloco pulmonar dividido demonstrou ser um método adequado para estudos
experimentais comparativos com pulmdes humanos.

Descritores: Transplante de Pulm3o, Preservacdo de Orgdos, Solugdes para Preservacdo de
Orgdos.
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Summary

Mariani AW. Lung Preservation: topical-ECMO or cold ischemia. Functional ex vivo
and histological evaluation of donated Ilungs refused for lung transplantation.
[Dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2012.

Background: Besides the important advances in lung preservation reached in last
decades this subject continues far from ideal and still represent a major challenge for
the lung transplant groups. The Swedish group lead by Prof. Stig Steen has
described a new method of preservation so called topical-ECMO along with the ex
vivo perfusion system. However this new method has never been tested against the
most popular formula of preservation: cold ischemia after single flush perfusion. This
study compares these two forms of lung preservation on an ex vivo evaluation model.
As secondary’s end-points we also study the ex vivo lung perfusion capacity for
recover damaged lungs to transplant and the usefulness of the lung bloc split model
for experimental study of human lungs. Methods: Fourteen lungs were retrieved from
seven brain-dead organ donors refused for transplantation. After initial preservation
with single flush of LPD glucose, the lung bloc was divided and each side was
preserved by topical-ECMO or cold ischemia for 8 hours. After this the bloc was
reconnected than assessed on ex vivo lung system for functional and histological
parameters; lung biopsies were collect in three different times on each side. The
functional variables assessed were: oxygenation capacity (OC), pulmonary artery
pressure (PAP) and pulmonary vascular resistance (PVR). The histological variables
were: lung injury score (LIS), apoptotic cells counting and transmission electron
microscopy study. Results: Seven cases were included. Mean age 53.86 years
(£16.7); male 4 (57.1%); cause of death: hemorrhagic stroke for 5 donors and head
trauma for 2. Side of topical-ECMO: Right 4 e Left 3. The mean OC was 468.00
mmHg (£81.69) on topical-ECMO group and 455.86 (+54.05) on Cold Ischemia
group (p=0. 758); median PAP median was 140 mmHg 120 - 160 for topical-ECMO and
140mmHg (140 - 150) for Cold Ischemia (p=0,285); median PVR 459 dina.s.cm-5 (43243 —
492,30) on topical-ECMO group and 474,5 dina.s.cm-5 (459,01 — 54545 on Cold Ischemia
group (p=0,285). The median for LIS was: topical-ECMO group on T1 6,285
(+4,029),0on T2 8,714 (£7,714) and on T3 9,571 (x7,857); Cold Ischemia group on T1
7,571 (+4,429) on T2 7,714 (x4,785) and on T3 7,857 (+6,121) p=0,531. For
apoptotic cell counting: topical-ECMO group on T1 16,71(x2,545), on T2 20,71
(£5,843) and on T3 25,00 (1+9,34); for Cold Ischemia group it was on T1 18,57
(5,118), on T2 17,57 (£3,014) and on T3 24,86 (+10,374) p=0,803. The
transmission electron microscopy study shows no difference between groups.
Conclusions: In our study the topical-ECMO failed to show improvement of lung
preservation compared with the cold ischemia in all studied parameters. However the
ex vivo lung perfusion model was responsible for a important increase on lung
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function, and the lung bloc split model appears as a reliable method for experimental
human lung studies.

Descriptors: Lung Transplantation, Organ Preservation, Organ Preservation Solutions
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1 INTRODUCAO

O transplante pulmonar corresponde hoje a uma terapéutica bem
estabelecida para diversas doengas pulmonares em estagios avangados.
Este grupo heterogéneo de enfermidades, também conhecido como
pneumopatias terminais, congrega doencgas altamente incapacitantes e que
possuem letalidade elevada, a despeito do consideravel avango nos
tratamentos farmacologicos disponiveis. O numero de pacientes portadores é
expressivo, tanto em paises desenvolvidos, como em paises em

desenvolvimento.

Foi nesse contexto que o transplante de pulm&o evoluiu, em pouco
mais de 30 anos, de uma técnica experimental, para se firmar como a melhor
opc¢ao de tratamento para diversos pacientes portadores de pneumopatias
terminais. Esta informagédo sustenta-se no consideravel crescimento do
numero de procedimentos realizados anualmente. Segundo dados
atualizados do registro da International Society for Heart and Lung
Transplantation (ISHLT) no ano de 2009 foram realizados 3.272
procedimentos em todo o mundo, contra 204 realizados no ano de 1989 e
1.559 realizados em 1999'. Outra caracteristica importante ¢ a melhora
expressiva da sobrevida em relagao aos primeiros anos do desenvolvimento
do transplante pulmonar. Atualmente a média global de sobrevida & de 5,3
anos, sendo que a curva de atuarial do grupo de transplante do InCor
HCFMUSP com 85 pacientes (2003-2008) indica uma probabilidade de

63,15% de sobrevida em cinco anos?.
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Atualmente, a maior limitagdo apontada pelos diversos grupos ao
desenvolvimento do transplante pulmonar € o baixo numero de doadores
viaveis para transplante. Esta condicdo faz com que a fila de espera seja
longa, o que incorre em importante mortalidade em lista®. Diferentemente do
que ocorre para outros 6rgaos solidos, como figado e rim, a maior limitagdo
nao € o numero total de doadores e sim a viabilidade destes doadores.
Encontramos na literatura taxas médias de aproveitamento de pulmbes para
transplante préximas a 15% (6,1-27,1%), entre todos os doadores de 6rgaos
e tecidos®. Em nosso pais esta realidade é ainda pior, um trabalho realizado
em 2006 com os dados da Central de Transplantes do Estado de S&o Paulo
demonstrou que o indice de doadores utilizados para transplante pulmonar foi

de apenas 4,9% dentre todos os ofertados®.

Diversas medidas foram propostas para o aumento do numero de
doadores efetivos, dentre elas vale destacar: intensificagdo das campanhas
de doagao, transplante inter-vivos, o uso de doadores com coracgéo parado e

a maior flexibilidade dos critérios para aceitagdo de doadores de pulm&o®.

A baixa tolerancia do pulmdo a isquemia corresponde a outra
importante questdo, tanto por ser causa de complicagbes poés-operatdrias
imediatas, quanto tardias’. Essa caracteristica faz com que o érgdo uma vez
captado tenha que ser implantado em um espago de tempo relativamente
curto, limitando a distancia de captacao entre o local do doador e o local do
receptor. No intuito de aumentar o tempo tolerado bem como minimizar os
efeitos deletérios da isquemia diversos estudos no campo da preservacao

pulmonar foram realizados?®.
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Atualmente a preservagdo mais utilizada no mundo é a perfuséo
anterograda com solugéo de preservagao extra-celular gelada a 4°C °. Dentre
as solugdes extra-celulares o Perfadex (VitroLife AB, Gotemburgo, Suécia) e
o Celsior (SangStat, Lyon, Franga) sdo as mais difundidas entre os centros

transplantadores'®'",

O grupo de pesquisa sueco da Universidade de Lund liderado pelo
Prof. Stig Steen, durante seus estudos para a utilizacdo de doadores com
coragcado parado, desenvolveu um modelo de avaliagdo pulmonar ex vivo
composto de um circuito de circulagdo extracorpérea modificado e
preenchido com uma solucdo de reperfusdo especialmente desenvolvida
para esta finalidade, denominada Steen Solution® (VitroLife AB,
Gotemburgo, Suécia), associados com ventilador mecanico e monitores de
pressdo’>. Com o aprimoramento destes estudos, no que concerne a
reperfusdo pulmonar, este grupo descobriu a possibilidade de utilizagdo
desse sistema para avaliacdo e recondicionamento de pulmdes de doadores
inicialmente descartados para transplante, abrindo uma nova era de

pesquisas para o transplante pulmonar'.

Junto a este sistema o grupo do Prof. Steen agregou sua experiéncia
com estudos sobre a preservacdo pulmonar por resfriamento topico
desenvolvendo, simultaneamente ao modelo ex vivo, uma nova estratégia de
preservagao pulmonar ao qual ele denominou de “topical ECMO” (extra-

corporeal membrane oxigenation), aqui chamado de ECMO-tépico™.

O sistema para preservagao pulmonar por ECMO-tépico desenvolvido

no grupo sueco consiste em: preencher com Steen Solution® a caixa de
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contencao do pulm&o, conectar esta caixa ao circuito de extracorpérea para
continua recirculagdo da solugédo. Nesse perfusato enriquecido com oxigénio
e mantido a uma temperatura de 8°C o pulm&o é imerso em um estado semi
insuflado’®. Quando for necessario aumentar o volume de solugdo, para
permitir a completa imersdo do 6rgédo, quantidades variaveis de Perfadex®

podem ser adicionadas.

O ECMO-topico apesar de utilizado tanto experimentalmente quanto
na pratica clinica pelo grupo do Prof. Steen, nunca foi estudado
comparativamente em relagdo a forma atualmente preconizada e mais aceita
de preservacdo: a isquemia fria apds perfusdo anterégrada com solugdo de

preservacgao extra-celular gelada a 4°C.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal desse estudo foi a avaliagdo comparativa funcional
e histolégica de pulmdes retirados de doadores ndo aceitos para transplante
pulmonar submetidos a preservacdo com a técnica do ECMO-tépico versus

isquemia fria.

Como objetivos secundarios estudamos:

- A capacidade do modelo ex vivo em aumentar a capacidade
de oxigenagdo dos pulmdes n&o aceitos para transplante
pulmonar;

- A adequacdo do modelo experimental com “bloco pulmonar
dividido” em associacdo com a reperfusido ex vivo para estudo

de preservacao pulmonar.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 HISTORICO DO DESENVOLVIMENTO DOS TRANSPLANTES

Diversos relatos histéricos demonstram que a humanidade desde a
antiguidade ja considerava a idéia da remogao de um tecido para substituicdo
de outro, seja de um mesmo individuo ou para individuos diferentes’®. Os
textos mais antigos sdo os Hindus datados de 2500-3000 AC que
descreviam a utilizacdo de retalhos cutaneos para a reconstrugao de narizes
mutilados”.

A Biblia faz alusdo a um episédio onde Jesus recupera a orelha de um
servo que foi perdida em batalha e a outro onde Sao Pedro reimplantou os
seios de Santa Agata. Todavia, a lenda que mais se assemelha ao que
entendemos hoje como transplante esta descrita no texto da “Legenda Aurea”
de Jacopo de Varazze (348 AD), o conto do “milagre da perna negra”
descreve a reposicdo de uma perna grangrenosa de diacono romano
Justiniano pela perna de um egipcio morto, realizada pelos Santos Cosmo e

Damiao'® (Figura 1).
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—— ——— et
Figura 1. Reproducado da Pintura de Pedro Berruguete (XV D.C.) ilustrando a
cena da lenda do “Milagre da Perna Negra”.

O transplante de dentes entre pessoas esta descrito em diversos
periodos da historia desde o antigo Egito, Grécia e Roma até os séculos
dezesseis e dezessete em paises da Europa ocidental como Franca e
Escocia. Outro episddio interessante foi a descricao por um Holandés Job
van Meeneren do uso bem sucedido de um osso de crénio canino utilizado
como enxerto em um paciente com defeito craniano em 16682,

Obviamente estas descricbes nao representam ligacdo direta com a
evolugdo dos modernos transplantes de o6rgdos da atualidade, mas
exemplificam muito bem a inquietude e procura humana por tratamentos que
possam melhorar a longevidade, bem como a qualidade de vida.

Os primeiros estudos experimentais demonstrando a viabilidade técnica
para a realizagdo de transplantes datam do inicio do século. Dentre esses

autores o mais notdrio foi o cirurgido Alexis Carrel que recebeu em 1912 um
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Prémio Nobel por seus estudos'®%

que serviriam de base para o
desenvolvimento da ciéncia relacionada com transplantes de 6rgaos solidos.

Apesar do interesse da comunidade médico-cientifica a era dos
transplantes s6 comecgou a se concretizar na década de 1950. Os primeiros
transplantes bem-sucedidos em humanos foram: rim ocorrido em 1954 na
cidade de Boston, Estados Unidos, quando um rim foi transferido do corpo
de um homem para seu irmdo gémeo?'; figado realizado pela equipe do Dr.
Thomas Starzl de Denver nos Estados Unidos que realizaram diversos
procedimentos sem sucesso, desde 1963, até o primeiro bem sucedido de
1967%%; coracdo em 3 de dezembro de 1967 na Cidade do Cabo tendo como
responsavel o cirurgido sul-africano Christiaan Neethling Barnard?®.

A histéria do transplante de pulmdo comega com Vladimir Demikhov?*
que realizou na Russia os primeiros transplantes pulmonares em animais na
década de 1940. Na Franca em 1950, o francés Henri Metras®® também
desenvolveu estudos sobre a Vviabilidade do transplante pulmonar,
experiéncia essa realizada através do alotransplante pulmonar unilateral em
cées. Algumas técnicas desenvolvidas por ele s&o utilizadas até hoje, como o
implante das veias pulmonares em conjunto por meio de um cuff atrial,
suturado diretamente no atrio do receptor.

Em junho de 1963 o Dr. James Hardy26 e sua equipe na Universidade
do Mississipi, realizaram o primeiro transplante pulmonar unilateral em um
paciente de 58 anos portador de enfisema pulmonar e cancer de pulmao.
Apesar da baixa sobrevida do receptor, apenas 18 dias e falecendo por
insuficiéncia renal, a melhora significativa da fun¢do pulmonar obtida nos

primeiros dias do pdés-operatério, demonstrou tanto a viabilidade técnica do
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transplante pulmonar, quanto a boa capacidade funcional do enxerto apds o
implante.

Nas duas décadas seguintes registraram-se aproximadamente 40
tentativas de transplante pulmonar, sendo que em todos os casos o0s
resultados foram ruins com sobrevida ndo superior a algumas semanas. Os
problemas encontrados foram infecgdo, rejeicdo aguda ou complicagdes
associadas a anastomose brénquica.

Devido a estes resultados adversos o incentivo ao desenvolvimento do
transplante pulmonar parecia ameacgado. Todavia, o aparecimento de uma
droga iria revolucionar a historia dos transplantes de forma definitiva.

A ciclosporina, droga isolada do fungo Tolypocladium inflatum, teve seu
efeito imunodepressor descoberto em 1972 por pesquisadores suicos
liderados pelo Dr. Hartmann F. Stahelin. A ciclosporina tornou-se disponivel
em 1979, e o0 seu primeiro uso na prevengcdo da rejeicdo de Orgaos
transplantados ocorreu em 1980 em um transplante de figado realizado pelo
doutor Thomas Starzl em Pittsburgh. O uso da Ciclosporina foi aprovado em
19837

Em 1983, apdés uma série de trabalhos experimentais, o grupo de
Toronto liderado pelo Dr. Joel Cooper?® realizou o primeiro transplante
pulmonar unilateral da chamada “era da ciclosporina”. O receptor foi um
paciente de 53 anos com fibrose pulmonar idiopatica com uma sobrevida de
seis anos. O mesmo grupo, em 1989, realizou o primeiro transplante
pulmonar bilateral sequencial, que se tornou o procedimento de escolha para

as doencas supurativas.
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Conforme citado anteriormente os dados do registro ISHLT demonstram
claramente a escalada de desenvolvimento do transplante pulmonar no
mundo. Este registro mundial sobre a realizacdo dos transplantes
pulmonares € mantido desde 1983, sendo coletados dados a respeito de
numeros de procedimentos realizados, bem como seus resultados.
Atualmente 223 centros em 18 paises submetem seus dados a este

registro’.

No Brasil o primeiro transplante foi realizado em 1989 pelo grupo do
Dr. José de Jesus Camargo Peixoto na Santa Casa de Misericérdia de Porto
Alegre. Em 1990 O Prof. Vicente Forte realizou o primeiro transplante no
estado de Sao Paulo. No mesmo ano foi iniciada experiéncia do Grupo InCor
HCFMUSP com a realizacdo de seu primeiro caso de transplante pulmonar
unilateral. A década de noventa no Brasil foi marcada pelo aparecimento de
alguns grupos de transplante pulmonar, todavia, devido a fatores econémicos
associados a resultados irregulares, a maior parte destes grupos limitaram
suas experiéncias a poucos casos, fechando seus programaszg. Todavia,
dados do Registro Brasileiro de Transplantes (RBT) mantido pela Associagéo
Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO) demonstram que nos ultimos
anos existe um aumento progressivo e sustentado no numero de transplantes
de pulm&o. Revendo os dados do RBT verificamos a seguinte escalada em
1998 apenas 10 transplantes de pulmao foram realizados no Brasil, em 2001
foram realizados 23; em 2004 um total de 46; em 2008 um total 53,

chegando aos 60 procedimentos em 2010%.
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3.2 TECNICAS DE PRESERVAGAO PULMONAR

A Disfungdo Primaria do Enxerto (DPE) caracteriza-se como uma
sindrome que ocorre nas primeiras 72 horas apos o transplante com
hipoxemia, infiltrado pulmonar na radiografia de térax, redugdo da
complacéncia, aumento da resisténcia vascular pulmonar e dano alveolar
difuso na analise histolégica. Sua importancia reside tanto na sua frequéncia,
ocorrendo entre 11% a 25% dos transplantados, quanto na sua gravidade,
sendo apontada como causa direta de 30% de mortalidade nos primeiros 30
dias pos-transplante’®2.

A génese da DPE é multifatorial, todas as agressbdes sofridas pelo
pulméo, tanto as iniciadas no periodo pré-captagao (lesdo pela ventilagdo
mecanica, ocorréncia de pneumonia ou broncoaspiragdo, trauma toracico,
multiplas hemotransfusdes, instabilidade hemodinamica, entre outros), como
as ocorridas no periodo de isquemia e pods-operatorio imediato, estédo
fortemente relacionadas com sua manifestacdo®. Todavia, a lesdo de
isquemia-reperfusdo (LIR) é considerada como a causa mais relevante na
origem da DPE *.

O periodo de isquemia fria é responsavel pela inativacdo da bomba de
sédio e potassio, formagdo de radicais livres de oxigénio, sobrecarga
intracelular de calcio e morte celular®*®. A LIR inicia-se no momento da
reperfusdo pela ativacdo de moléculas de adesdo de superficie celular
(selectinas, integrinas), disparando uma cascata pro-inflamatéria com
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios, como citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-
8, IL-12, IL-18), metabdlitos do acido aracddnico (tromboxanos, leucotrienos,

prostaglandinas) e fator de ativagao plaquetaria.
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O objetivo da preservagao pulmonar é minimizar os efeitos deletérios da
isquemia no pulmdo a ser transplantado, mantendo a sua integridade
morfolégica e funcional para, em ultima analise, prevenir a ocorréncia da
DPE.

Os primeiros trabalhos experimentais demonstraram que os periodos
superiores a 90 minutos de isquemia quente s&o mal tolerados pelos
pulmdes. Por isso os primeiros transplantes pulmonares em humanos foram
realizados com o minimo de tempo de isquemia, através da realizacdo dos
procedimentos no receptor e doador em salas vizinhas*®. Todavia, na maioria
das vezes o doador e o receptor ndo se encontram no mesmo hospital e a
transferéncia do doadores relaciona-se com diversos problemas como: risco
de deterioragdo do quadro do doador, ndo aceitagcédo por parte da familia da
transferéncia do corpo, além das dificuldades logisticas do transporte. Tudo
isso serviu de estimulo para o desenvolvimento de técnicas de preservacao
que pudessem aumentar a tolerancia dos pulmdes a maiores periodos de
isquemia.

Os estudos de preservagao pulmonar desenvolveram quatro diferentes
técnicas, sendo que, a redugado do metabolismo celular pela hipotermia € a
pedra angular de trés dos quatro dos métodos abaixo exemplificados.

O resfriamento tépico do pulmao foi o primeiro método de preservagao
utilizado na pratica clinica com bons resultados. A sustentagdo tedrica de seu
emprego embasava-se em estudos experimentais prévios, que mostravam
que o resfriamento dos pulmdes isquémicos resultava em melhor funcéo
pulmonar apés o transplante®’. A técnica consiste na simples imersdo do

pulmdo em solugdo gelada. Esta foi a técnica empregada pelo grupo de
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Toronto em sua primeira série publicada de transplantes bem sucedidos no
fim da década de oitenta®®. Acredita-se que o resfriamento tdpico permite que
o oOrgdo suporte até 5 horas de isquemia, com regular fungdo no pés-
transplante. Atualmente n&o se sabe de nenhum grupo que a utilize de forma
isolada na pratica clinica.

Em 1960 Robicsek, adaptando técnicas descritas em estudos de
fisiologia publicados em 1985 por Martin e por Starling em 1920, desenvolveu
a denominada autoperfusao normotérmica do bloco coracdo-pulméao para ser
usada como um método de preservagdo no transplante cardiaco®. O grupo
de Pittsburgh foi o unico a utiliza-lo em seu programa de transplante cardio-
pulmonar. Isto porque, apesar dos bons resultados, esta técnica de logistica
e realizagdao complexas ndo demonstrou melhores resultados para periodos
de isquemia superiores a 6 horas*®. Verificou-se que a hipertensdo pulmonar
ocorria quando o tempo de perfusdo atingia 4 ou 6 horas o que acabava por
determinar a faléncia do enxerto. Atualmente nenhum grupo utiliza este
meétodo na pratica clinica.

O grupo de transplante cardio-pulmonar do Harefield Hospital na
Inglaterra desenvolveu um método de preservagdo que consiste no
resfriamento do doador por meio da instalagdo da circulagdo extracorporea
(CEC). Esta técnica utilizada por alguns grupos foi progressivamente
abandonada devido a sua complexidade e ndo aumento efetivo ou melhora
da preservagao, uma vez que apenas 4 horas de isquemia com preservacao

pulmonar satisfatdria foram obtidos para a maioria dos casos>°.
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Atualmente o método mais difundido e utilizado é a perfusédo
anterégrada da artéria pulmonar. Descrita pela primeira vez por White et al.”
em 1966 apud Egan®. Diversos trabalhos como os de Collins et al.*’ e Sack
et al.*! , demonstraram que o método de preservacgdo baseado na perfuséo
do 6rgao era capaz de proteger rins da injuria de isquemia por até 72 horas.
Apoiados por essas evidéncias, e por seus proprios trabalhos experimentais,
o grupo de Stanford utilizou no inicio da década de 1980 a perfus&o da artéria
pulmonar com a solugdo de Euro-Collins no seu Programa de Transplante
Coragao-Pulmao com bons resultados®.

Esta técnica possui a grande vantagem de ser simples, pois, consiste na
infusédo de aproximadamente 60 ml/kg de uma solugdo de preservagédo a 4 °C
através da artéria pulmonar permitindo um resfriamento rapido, eficiente e
uniforme dos pulmdes. Locke et al. concluiram, apds trabalho experimental
comparativo em caes submetidos a transplante pulmonar unilateral com 6
horas de isquemia, que a técnica de perfusdo da artéria pulmonar com
Euro-Collins € superior ao resfriamento topico, resultando em melhor
desempenho pulmonar, avaliado pela melhor capacidade de oxigenacdo e
menor formagao de edema®®.

Esta é a técnica de preservagao que, associada a manuteng¢ao do érgéo
imerso em solugcdo gelada, passou a adotada por quase todas equipes
transplantadoras no mundo incluindo o Grupo de Transplante Pulmonar InCor

HCFMUSP.

" White JJ, Tanser PH, Anthonisen NR, et al. Human lung homotransplantation. Can Med
Assoc J. 1966; 94: 1199-1209.
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3.3 SOLUGOES DE PRESERVAGAO PULMONAR

Apos o estabelecimento da idéia de preservacao pela infusdo de
solugcdo, a pesquisa deste tema voltou-se para qual seria a melhor
composic¢ao desta. Os primeiros estudos utilizaram solugdes tipo cristaldides
como a solugdo salina fisiolégica ou Ringer Lactato como perfusato de
preservacdo**. Todavia, os resultados encontrados foram ruins pois a fungéo
pulmonar ficava comprometida®®. A maior explicacédo parece residir no fato
de que essas solugdes, que tém como caracteristica a composicdo de baixa
osmolaridade, acabavam ocasionado um importante edema intersticial.

Desenvolvida originalmente para preservagdo renal, a solugéo
conhecida como Euro-Collins (EC) foi a primeira a ser difundida na pratica
clinica do transplante pulmonar apresentando resultados satisfatorios. Seu
diferencial residia no fato da sua composicdo ser considerada tipo
intracelular, ou seja, com maior concentragdo de K e reduzida concentragdo
de Na®. O principio € que durante o periodo de isquemia ha perda da funcéo
da Na'/K’-ATPase ao nivel celular, e como a EC possui composicdo
eletrolitica similar a da célula, essa reduz o gradiente ibnico transmembrana,
minimizando o influxo de sodio e a saida de potassio, prevenindo o edema
celular. Em trabalhos experimentais a EC mostrou-se capaz de preservar
adequadamente a funcdo pulmonar com até 6 horas de isquemia fria®.

Outra solugao tipo intracelular que foi pesquisada para preservagao
pulmonar foi a conhecida como Universidade de Wisconsin (UW), criada na
década de 1980 para o transplante hepatico. Apesar de alguns estudos em

modelos animais apontarem para possivel superioridade da UW frente a EC
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na preservacdo pulmonar’’*®, a UW nao foi capaz de prolongar

significativamente o tempo de isquemia na pratica clinica e por isso acabou
sendo utilizada por poucos centros.

A idéia de usar uma solugdo extracelular (maior concentragdo Na® e
menor de K*) para preservagéo pulmonar apareceu no Japao em meados da
década de 1980. Acredita-se que a alta concentracdo de potassio de
solugdes intracelulares possa ser a responsavel pela despolarizacdo das
membranas celulares da musculatura lisa, aumentando o ténus vascular
provocando vasoconstricgdo na circulacdo pulmonar®. Isso resulta em uma
ma distribuicdo do perfusato nos pulmdes, uma preservacao insatisfatéria e,
consequentemente, uma fungdo pulmonar ruim apds o transplante. Além
disso, outros estudos experimentais envolvendo cultura celular mostraram
que a alta concentracdo de potassio afeta diretamente a funcdo da célula
endotelial e causa lesdo ao pneumdcito tipo 11°°.

O trabalho pioneiro na utilizacdo de solugdes extracelulares foi
publicado por Fujimura et al. que demonstraram, a superioridade de uma
solugao extracelular contendo dextran para aumentar a pressdo oncética do
perfusato e fosfato como tamp&o, em relagdo a EC®'. A partir dai diversos
grupos, destacando-se o canadense, comegaram a estudar e publicar
trabalhos com solugcbes semelhantes pobres em potassio e com acréscimo
de dextran o que determinou a alcunha em inglés pelas quais estas solugdes
s&o conhecidas: low-potassium-dextran (LPD).

Dois mecanismos sao apontados como justificativa para a adigdo do
Dextran a solucdo de preservacao pulmonar: sua pressdo oncotica de 24

mmHg quando diluida em uma concentracdo de 5%, colabora prevenindo a
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formagao de edema tecidual. Além disso, por formar um “revestimento” sobre
a superficie das células endoteliais e plaquetas, sua presenca melhora a
capacidade de deformagcdo das hemacias, prevenindo a agregacgao
eritrocitaria e ocasionando um efeito antitrombético®.

Maccherini et al. em 1991°® publicaram um estudo usando cultura de
pneumacitos tipo Il de ratos onde concluiram que a solugédo LPD €& menos
citotoxica do que EC, possivelmente pelos niveis mais baixos de K, além de
permitir maior atividade metabdlica nas células epiteliais alveolares.

Todavia, a solucdo de LPD passaria ainda por uma importante
modificagdo no inicio dos anos 1990, a adigdo de glicose. Isso ocorreu a
partir do trabalho de Date et al. que demonstraram que a glicose adicionada
a solucdo LPD funcionava como um substrato para a manutencdo do
metabolismo aerdbico que ocorria nos pulmées insuflados®. A solugdo foi
acrescida da glicose foi entdo denominada LPD-Glicose e com o nome
comercial de Perfadex® foi aprovada para uso clinico, sendo rapidamente
difundida entre os grupos de transplante pulmonar.

Diversos estudos foram desenvolvidos utilizando-se a LPD-Glicose.
Alguns estudos experimentais com analise ultra-estrutural e de microscopia
eletrébnica demonstraram que ela € capaz de reduzir a producédo de radicais
livres de oxigénio pelas células endoteliais®®, limitar a perda de funcdo e
metabolismo do surfactante alveolar® e conservar melhor a integridade
estrutural do pulmao®. Todavia, uma melhor preservacdo estrutural nem
sempre se traduziu em melhor fungdo pulmonar apds curtos periodos de
isquemia. Por isso, a grande comprovagao da melhor preservagao garantida

com a solugdo de LPD-Glicose veio dos trabalhos comparativos. Em
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trabalhos experimentais, apos periodos superiores a 8 horas de isquemia,
pulmdes preservados com LPD-Glicose sempre demonstraram uma melhor
fungdo do que aqueles preservados com solugdes de EC e UW®®*°. Steen et
al.?% obtiveram excelente funcdo pulmonar apds 24 horas de preservacéo
com LPD-Glicose e isquemia fria em um modelo de transplante pulmonar
unilateral em porcos.

Os bons resultados da solucdo de LPD-Glicose também foram
sustentados por estudos clinicos retrospectivos. Na ultima década sete
estudos foram publicados comparando LPD-Glicose com a EC. Em cinco
estudos, os autores concluiram que a preservagao pulmonar obtida com o
LPD-Glicose era superior®'°. Verificou-se neste grupo melhores indices de
oxigenagao no pos-operatério imediato, menor incidéncia de disfungéo
primaria do enxerto, menor tempo de ventilagdo mecanica, além de uma
tendéncia a uma menor mortalidade em 30 dias. Nos outros dois estudos®®®’,
os resultados obtidos foram semelhantes nos dois grupos.

Com os excelentes resultados obtidos nos estudos experimentais e com
a confirmagdo dos mesmos da pratica clinica, a solucdo de LPD-Glicose
passou a ser a adotada pela maior parte dos centros no mundo incluindo os
brasileiros.

Outra solucdo extracelular estudada para preservacido pulmonar € a
conhecida pelo nome comercial de Celsior® (Genzyme, Kendal, USA). Foi
desenvolvida sob especificagcbes para preservacdo de coragdes para
transplante, entretanto, obteve resultados satisfatorios para preservacao
pulmonar em estudos experimentais®®®. Seu diferencial reside na presenca

de glutationa, histidina e lactobionato, antioxidantes que reduzem a injuria
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causada por radicais livres de oxigénio. Em trabalhos comparativos com a
LPD-Glicose, o Celsior® obteve alguns resultados superiores’®’". No entanto,
na maioria deles as duas solugbes demonstraram desempenho semelhante,
ou para periodos superiores a 12h a superioridade de resultados ficou com a
LPD-Glicose’®"®. Atualmente poucos grupos utilizam regularmente o Celsior®

na pratica clinica do transplante pulmonar.

3.4 OUTRAS CONSIDERAGOES SOBRE A PRESERVAGAO PULMONAR

Além da técnica de preservagcdo e da solugdo empregada diversos
trabalhos foram realizados estudando outras intervengcbes que possam
ocasionar melhora da preservacao pulmonar, entre esses se destacam: a
adicdo de farmacos, o estado de insuflacdo pulmonar e a concentragcédo de

oxigénio.

3.4.1 Farmacos

Variados farmacos ja foram pesquisados, tanto para uso conjunto no
momento da perfusdao pulmonar, quanto para uso no doador antes da
captacdo, dentre este discutiremos abaixo somente as drogas
frequentemente utilizadas na pratica clinica.

Prostaglandinas ou prostaciclinas s&o potentes vasodilatadores
pulmonares. Sua utilizagdo foi inicialmente motivada para contrapor o efeito
de vasoconstricgao determinada pela hipotermia e pela elevada concentracao
de potassio de algumas solugdes, possibilitando uma distribuicdo mais
uniforme do perfusato nos pulmdes’. Evidéncias demonstram que estas

substancias possam ter outras agdes benéficas como a imunossupressdo’”,
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inibicdo da agregacgao plaquetaria e do sequestro leucocitario™ e possivel
reducdo da permeabilidade vascular’’. Apesar de alguns estudos

questionarem o valor das prostaglandinas78'79

, € mesmo expor alguns efeitos
deletérios®®, a maior parte dos grupos de transplante de pulméo as utiliza de
forma rotineira na pratica clinica com aparente resultado favoravel®'2,

Os corticosteroides s&do regularmente utilizados como adjuvantes a
preservacao, podendo ser administrados no doador previamente a captacao

ou juntamente com o perfusato®®*. Seu uso baseia-se na sua propriedade

anti-inflamatodria e estabilizadora de leucécitos.

3.4.2 Temperatura

Desde os primeiros trabalhos de preservacdo estabeleceu-se o
conceito de que a isquemia hipotérmica € melhor tolerada que a
normotérmica®. Entretanto, qual seria a temperatura ideal para a melhor
preservagao pulmonar ainda € motivo de discussdo. A temperatura média
mais empregada pelos grupos transplantadores é 4°C, tanto para o
resfriamento do 6rgéo pela perfusdo, quanto para o seu transporte. E apesar
de uso clinico difundido da hipotermia a 4°C, pouca evidencia cientifica sobre
este valor de temperatura pode ser encontrado na literatura. Dados de
trabalhos experimentais sugerem que isquemias a 10°C sdo melhores
suportadas por pulmdes de coelhos que isquemias a 4°C ou 15°C®°. Alguns
autores acreditam que a 10°C deva existir um baixo, porém presente, grau de
metabolismo celular, o que pode ser benéfico quando a solugdo de

preservaciao apresenta um substrato metabdlico para o tecido pulmonar

(como a glicose do LPD-Glicose). Todavia, estudo experimental em caes
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falhou em comprovar a melhor preservacao a 10°C ou a 4°C pds 18 horas de

isquemia®’.

3.4.3 Grau de insuflagao pulmonar

Evidéncias apontam que o pulmio € melhor preservado se for mantido
em estado inflado®. A resisténcia vascular pulmonar é menor quando o
pulmao encontra-se inflado. Esta consideracdo € muito importante no
momento da perfusdo do pulmdo com a solugido de preservagao, porque,
para uma boa distribuigdo da solugdo em todo o territério pulmonar é preciso
que o bloco pulmonar esteja sendo ventilado e de preferéncia recrutado para

evitar a presencga de areas de atelectasia®.

3.4.4 Fragao de oxigénio

N&o se sabe qual seria a concentracdo exata de gas para ventilar e
preservar o pulmao. Segundo trabalhos de Veith et al., a concentragdo com
100% de oxigénio €, potencialmente, mais deletéria do que concentragbes
mais pobres de oxigénio®. Entretanto, outros grupos reportam, em trabalhos
nao controlados da década de sessenta, o uso de oxigénio hiperbarico com
bons resultados, estas pesquisas, todavia, ndo foram reproduzidas®®'.

Novos estudos sao necessarios para determinar qual a fragcdo de oxigénio

ideal para preservacao pulmonar.



109

3.5 O DESENVOLVIMENTO DO MODELO EX VIVO

O desenvolvimento do sistema de perfusdo ex vivo para pulmodes
humanos conforme conhecemos na atualidade comegou na ser desenvolvido
no final da década de noventa quando o grupo Sueco da Universidade de
Lund no intuito de elevar o numero de doadores viaveis para transplante
voltou suas atengdes para o uso de doadores com parada cardiaca'®.
Todavia, além das questdes éticas delicadas envolvidas com essa
modalidade de doacéo, eles esbarraram em um problema técnico importante:
a falta de uma forma de avaliagao, pois, ao contrario do que € habitualmente
feito, nos pacientes com parada cardiaca n&do € possivel a realizacdo de
exames e de uma avaliagdo mesmo que superficial, mas objetiva do estado
do 6rgéo. O Prof. Stig Steen propds e comegou a desenvolver um circuito de
tal sorte que o pulmdo pudesse ser avaliado funcionalmente apods sua

retirada.

A perfusdo pulmonar em circuitos mecanicos nao € um conceito novo,
sendo amplamente utilizada em estudos de fisiologia pulmonar para animais
de pequeno e médio porte. Porém, a perfusdo ex vivo de pulmdes humanos
apresentava limitagdo técnica importante devido a sua incapacidade de
manter a integridade da barreira alvéolo-capilar, aumento da resisténcia

vascular e edema o que levava a inexoravel perda de fungao pulmonar.

O grupo do prof. Steen, através de estudos em porcos, desenvolveu
nao somente o sistema de perfusdo com a modificagdo de circuito de extra-
corpérea, mas fundamentalmente uma solugdo que pudesse contornar a
formacgao do edema pulmonar e perda de fungéo. Estas pesquisas originaram

a solucao que ganhou o nome de Steen Solution (Vitrolife; Gothenburg,
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Suécia) que devido a alta pressao oncotica, permite a realizagédo da perfuséo

pulmonar sem a progressiva formagao de edema’®.

Apos o sucesso dos experimentos com porcos a perfusao pulmonar ex
vivo foi usada pela primeira vez clinicamente pelo grupo do Prof. Steen em
2000, quando foi realizado o primeiro transplante pulmonar de um doador em
parada cardiaca na Universidade de Lund®. O doador era um homem de 54
anos que sofreu parada cardiaca apés um infarto agudo do miocardio. A
avaliacado funcional dos pulmdes foi realizada pelo sistema ex vivo, apos
obtengdo de uma gasometria que demonstrou adequada capacidade de

troca do pulmé&o doado, o transplante foi realizado com sucesso.

O sistema de perfusao por eles utilizado é formado por: uma caixa
rigida e transparente de formato retangular, que permite o suporte do bloco
pulmonar, bem como a entrada e conexao do conjunto de tubos de circulagéo
extra-corporea; uma bomba centrifuga; um trocador de calor; um oxigenador
de membranas. Para monitorizacdo sao utilizados um transdutor de presséo,
um fluxébmetro e um termémetro, bem como os respectivos monitores. O
perfusato desse circuito consiste de 1500 ml de Steen Solution, acrescido de
uma quantidade variavel de concentrados de hemacias, resultando em um
perfusato com um hematécrito em torno de 15%. Para permitir a
“‘desoxigenacao” do perfusato no oxigenador de membrana uma mistura de
gases (nitrogénio, oxigénio e dioxido de carbono) é utilizada, sendo seu fluxo
ajustado de forma a obter uma concentragdo de gases no perfusato que se
assemelhe ao sangue venoso. Segundo o protocolo de Lund o fluxo e a
temperatura sdo gradualmente aumentados. A ventilag&o inicia-se quando a

temperatura atinge 32 °C e o fluxo maximo nunca deve ultrapassar valores
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que determinem uma pressdo de artéria pulmonar maior que 20mmHg. A
avaliacdo mais importante é obtida pela gasometria do perfusato colhido das

veias pulmonares, quando a temperatura atinge 37 °c™,

Apo6s o estabelecimento do modelo, os pesquisadores passaram a
apostar em outro emprego do método além da avaliagdo dos doadores com
coracgao parado. Steen e colaboradores acreditaram que muitos dos pulmdes
nao aceitos para transplante poderiam ter sido utilizados se uma avaliagao
adicional pudesse garantir a sua viabilidade. Nasceu assim o uso da perfuséo
ex vivo para a avaliagcdo dos chamados doadores marginais e desta forma

comegou a despertar interesse em outros grupos%.

Todavia, durante suas pesquisas os autores se depararam com mais
uma descoberta, a aparente “melhora” da funcdo pulmonar apos a reperfusao
no sistema ex vivo. A explicacdo teodrica para isso reside em algumas
caracteristicas do sistema como permitir manobras de recrutamento alveolar,
permitir limpeza mais efetiva das secrecdes bronquicas, remocdo de
eventuais coagulos da circulagdo pulmonar; melhor distribuicdo de volume e
pressdo de ventilagdo, sem a interferéncia da caixa toracica e diafragma,
reducdo do edema pulmonar devido a alta pressdo oncética do perfusato,
remogao de células inflamatorias e eventual redugdo do grau de inflamacéo
pulmonar, melhora da microvasculatura devido a propriedades do Dextran®.
Nasceu assim o conceito de “Recondicionamento pulmonar ex vivo”™ onde
orgaos inicialmente n&do aptos ao transplante pulmonar podem ser

‘recuperados” apds a reperfusdo no sistema.
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Apos estudos experimentais com excelente resultado, principalmente
em porcos, o grupo da Universidade de Lund realizou em 2005 o primeiro
transplante pulmonar usando um pulmao inicialmente rejeitado submetido ao
recondicionamento pulmonar ex vivo®™. O doador foi um homem de 19 anos
vitima de acidente automobilistico, com importantes traumas cranio-
encefalico e toracico. Realizada a  definichio da morte encefalica e
autorizacdo para doacéo, a radiografia de torax mostrava contusao pulmonar
bilateral e a gasometria arterial pré-captagado colhida mostrava baixa PaO;
(ultima colhida 67mmHg com FiO, de 70%); por esses motivo os pulmdes
nao foram aceitos para transplante pulmonar. Acionada a equipe do Hospital
Universitario de Lund que realizou a captacgao e levou o érgéo para avaliagao
ex vivo. Os pulmdes captados permaneceram no sistema por
aproximadamente 1 hora, segundo o protocolo estabelecido pela equipe
sueca, quando nova avaliagdo gasométrica foi realizada demonstrando agora
uma PO em torno de 391,5mmHg com FiO, = 100%. A avaliagcédo
macroscopica demonstrava, apesar de pontos hemorragicos na superficie
pulmonar, uma aparente boa complacéncia. O 6rgao foi entdo considerado

apto para o transplante e o receptor foi convocado.

Nesse momento, para preservar o pulmdo a equipe do Prof. Stig
Steen optou por deixar o 6rgdo sobre o ECMO-tépico, realizado com a
reducdo da temperatura do perfusato para 25°C e posterior parada da
ventilacdo e da perfusdo, com imersédo do 6rgéo na solugdo em estado semi-
inflado. A solugdo foi mantida oxigenada e re-circulando em temperatura
controlada em 8 °C por aproximadamente 10h até a chegada do receptor e

realizagcado do transplante. O paciente receptor foi um homem de 70 anos
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com DPOC ja dependente de oxigénio por 3 anos. O transplante realizado foi
unilateral esquerdo, sendo que, os periodos intra-operatério e 0 pos-
operatorio imediato evoluiram sem intercorréncias. A evolugdo tardia do
paciente também foi satisfatéria, sem diferengas com o transplante habitual,
até o oitavo més pos-operatério, quando foi diagnosticado no pulméo
transplantado um linfoma de grandes células positivo para Epstein-Barr virus.
O paciente foi entdo tratado com quimioterapia tendo boa evolucdo e
desaparecimento do tumor. Todavia, no décimo primeiro més pés transplante

0 paciente evoluiu com quadro subito de sepse e obito.

Em 2009 esse grupo publicou série com seis pacientes transplantados
com pulmdes inicialmente rejeitados e submetidos a perfusdo pulmonar ex
vivo, com excelentes resultados, demonstrando 100% de sobrevida em 3
meses € 67% em um ano, sendo os Obitos aparentemente nao relacionados

com a perfusdo®.

O grupo canadense da Universidade de Toronto, estimulado pelos
resultados iniciais publicados, iniciou seus estudos com o modelo ex vivo.
Sua enorme experiéncia no transplante pulmonar aliados a grande
disponibilidade de recursos acelerou seu desenvolvimento, tanto que,
podemos considera-lo hoje, o maior detentor de experiéncia com essa
técnica. Uma caracteristica deste grupo foi a preocupagdo em prolongar o
tempo de perfusdo, uma vez que o protocolo do Prof. Steen preconizava
pouco mais que uma hora de perfusdo. Para esta finalidade o grupo de
Toronto estabeleceu em seu protocolo de perfusdo as seguintes
modificagdes: uso de perfusato acelular, constituido somente de Steen

Solution sem adi¢cdo de hemacias; fluxo de perfusdo maximo calculado como
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aproximadamente 40% do débito cardiaco; e a manutengao da pressao de
artéria pulmonar entre 10 e 15 mmHg. O uso de um perfusato acelular facilita
a logistica por diminuir custo, além de evitar eventual conflito ético da
utilizacdo de hemoderivados para estudos de 6rgdos que nem sempre seréo
utilizados clinicamente. Os potencias prejuizos do uso de sangue no
perfusato incluem a hemdlise ocasionada pelo trauma mecéanico sofrido
pelas hemacias circulando no sistema, bem como atividade pré inflamatoria
prépria da transfusdo. O grupo de Toronto demonstrou que a auséncia de
glébulos vermelhos ndo compromete a avaliagdo da fungao pulmonar, pois, é
alto o grau de difusdo de oxigénio no perfusato de Steen Solution, permitindo
assim a realizacdo de gasometrias fidedignas. Estas modificagdes foram
bem sucedidas para prolongar o tempo de perfusdo ex vivo por até 12 horas,

sendo estes resultados publicados por Cypel et al®’.

Em 2010, o grupo de Toronto divulgou os resultados de 16 pacientes
transplantados com pulmdes submetidos a avaliagao e recondicionamento ex
vivo: ndo houve mortalidade em 30 dias e a incidéncia de disfungao primaria
do enxerto foi semelhante aos pacientes transplantados sem perfuséo
pulmonar ex vivo no mesmo periodo®®. Este grupo também publicou outros
trabalhos com novas propostas de tratamento do pulmao enquanto no
sistema de perfusdo, por exemplo o publicado na Science Translational
Medicine, onde um adenovirus foi utilizado como vetor para a terapia génica
com IL10 durante a perfusédo ex vivo, com intuito de determinar o aumento
dessa interleucina e consequente deflagragdo de potente acgéo
antiinflamatéria no 6rgao a ser transplantado®. Em 2011 houve uma nova

publicagdo deste grupo onde 23 pulmdes n&o aceitos para transplante foram
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submetidos a recondicionamento ex vivo por 4h. Destes 20 permaneceram

estaveis no sistema, sendo entao, transplantados com bons resultados'®.

Devido a grande perspectiva de aplicabilidade clinica a perfuséo
pulmonar ex vivo figura hoje como uma das principais linhas de pesquisas
para diversos grupos de transplante pulmonar em todo mundo. No Brasil, o
grupo de transplante pulmonar InCor (HCFMUSP), iniciou seus estudos em
2008 sendo que os primeiros estudos experimentais de pulmdes humanos

foram publicados a partir de 2009'"-1%4,

Por este sistema permitir a avaliagdo funcional e histolégica de
pulmdes humanos com a possibilidade de estudar os efeitos da lesdo de
isquemia-reperfusdo, esse método foi o escolhido para comparar os efeitos

de dois métodos de preservagao pulmonar em nosso estudo.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de uma pesquisa experimental, controlada e aleatorizada que
consistiu na avaliagdo funcional e histolégica em modelo estabelecido de
isquemia-reperfusdo de pulmbes retirados de doadores cadaveres. A
intervencao aplicada foi preservagcdo de pulmdes doados para transplante
com a técnica denominada ECMO-Tépico. No grupo controle, preservagao
pulmonar foi realizada com a técnica habitual de isquemia fria apds perfusao
unica de solugédo de preservagédo gelada. A qualidade da preservagao dos
pulmdes captados nos dois grupos foi avaliada apos 8 horas de preservacéo
e 60 minutos de reperfusdo em um modelo de avaliagao pulmonar ex vivo. As
variaveis de desfecho foram definidas na avaliagao funcional, hemodinamica

e histolégica conforme detalhado nas préximas seg¢des deste capitulo.

As hipoteses formuladas para a pesquisa foram as seguintes:

Hipotese nula: a qualidade da preservagdo pulmonar (estimada pela

capacidade do oxigenagao) é a mesma com o ECMO-tépico e a isquemia fria

Hipotese alternativa (bilateral): a qualidade da preservagédo pulmonar &

diferente nos dois grupos.

Planejar o tamanho da amostra implicaria em delinear o estudo de
forma que tivesse poder substancial (B < 0,1) para rejeitar a hipotese nula

quando a magnitude de efeito fosse muito pequena e, portanto, clinicamente
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insignificante (p. ex., uma diferenga de 5 mmHg na meédia da PO,). Isso
resultaria em uma amostra muito grande, inviabilizando uma pesquisa que
envolve a captagdo de pulmdes humanos. O tamanho amostral foi entdo
estabelecido por conveniéncia. Determinou-se o numero de 14 pulmdes a

serem estudados, sendo estes provenientes de 7 doadores.

No intuito de minimizar a heterogeneidade encontrada entre diferentes
doadores, propusemos um modelo de estudo com a separagdo do bloco
pulmonar em direito e esquerdo permitindo que um lado seja submetido a
intervencdo e o outro seja o controle. Esse modelo foi testado e esses

resultados foram publicados no Jornal Brasileiro de Pneumologia'®.

O lado a ser submetido a intervengao ou ao controle foram designados
aleatoriamente (usando um algoritmo computadorizado), criando-se assim

dois grupos:

(1) Lado ECMO-tépico: composto de 7 pulmdes preservados pela

técnica ECMO-topico.

(2) Grupo Isquemia Fria: composto de 7 pulmdes preservados pela

técnica habitual de isquemia fria.

A selecgéo dos casos ocorreu no periodo de dezembro de 2009 a agosto

de 2010 seguindo os seguintes critérios de incluséo:

- Pacientes em morte encefalica notificados para doagao de 6rgaos no

periodo acima;
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- Pacientes internados nos hospitais em que atuam a Organizagdo de
Procura de Orgdos (OPO) do HCFMUSP e a OPO da Santa Casa de Séo

Paulo;

- Doadores cujos pulmdes foram recusados pelas equipes de
transplante pulmonar, mas que seriam submetidos a procedimento cirurgico

para captagao de outros érgéos e tecidos;

- Doadores cujos familiares assinaram o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.

Os critérios de exclusdo foram propostos no sentido de garantir que
nao existissem diferengas detectaveis pré estudo entre os dois pulmdes de
cada doador. Foram considerados critérios de exclus&o:

- O encontro que qualquer alteragcao unilateral nos pulmdes detectada
no exame radiolégico pré-captacdo (por ex.: sinais de broncopneumonia,
opacidades, contusdes, entre outros).

-O encontro que qualquer alteragdo unilateral nos pulmbdes
inspecionados no momento da operagao para captagao (por ex.: congestédo
pulmonar, grande quantidade de aderéncias, presenca de bolhas ou outras

alteragdes parenquimatosas em apenas um dos lados).

O estudo (Protocolo de Pesquisa n° 0212/08) foi aprovado pela
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da
Diretoria Clinica do HCFMUSP (Anexo 1), inclusive o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2). Este foi assinado pelo
responsavel pelo doador em todos os casos. Por envolver a doacédo de

orgaos humanos todo protocolo foi avaliado e aprovado pela Organizagdes
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de Procura de Orgdos dos dois hospitais participantes e também pela
Central de Transplantes da Secretaria de Estado da Saude Governo de Sao

Paulo.

4.2 PROCESSO DE OBTENGAO DOS ORGAOS

Os pulmdes utilizados na pesquisa foram provenientes de doadores
nao aceitos para transplante pulmonar pelas equipes transplantadoras, que
estivessem nos hospitais onde atuam as Organizacdes de Procura de Orgéos
do HCFMUSP e da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo. Apds a
confirmacédo da morte encefalica do paciente, a Central de Transplantes do
Estado de Sao Paulo notificava as equipes de captagédo de 6rgaos e tecidos.
Se os pulmdes doados fossem recusados pelas equipes de transplante
pulmonar, eles eram disponibilizados para a pesquisa, mediante autorizacao
dos familiares do doador. Importante salientar que, simultaneamente a
captacdo do pulmao para estudo, os outros 6rgdos (figado, rins e pancreas)
destes doadores foram extraidos pelas equipes captadoras competentes para
outros transplantes, sem nenhum prejuizo. A abordagem da familia do
doador para obtencéo da assinatura no termo de consentimento foi realizada
em todos os casos por enfermeiros das organizagdes de procura de 6rgaos.
Isto porque estes sdo treinados para esta funcédo e a realizam habitualmente
evitando o surgimento de quaisquer problemas no processo de doagao que
potencialmente interferisse na obtencdo de autorizagdo para a retirada dos
outros oOrgédos que seriam diretamente utilizados para finalidades

terapéuticas.
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4.3 PROCEDIMENTOS

4.3.1 Captagcao Pulmonar e Transporte

A técnica usada para a captagdo pulmonar na pesquisa foi a
preconizada e habitualmente utilizada pela equipe de transplante pulmonar
do InCor HCFMUSP. O doador foi posicionado em decubito dorsal horizontal
com um coxim sob as escapulas. Apos a preparagao anestésica (cateterismo
da artéria radial, acesso venoso central, etc.), realizou-se esternotomia
mediana, concomitante com a abertura do abdome pelas equipes de
captacédo de figado e/ou rim. Procedeu-se a abertura do pericardio e das
pleuras mediastinais, seguida da dissecc¢éo e reparo das veias cavas superior
e inferior. Realizou-se sutura em bolsa com fio de polipropileno 4-0 no tronco
pulmonar, através da qual introduziu-se canula arterial aramada ponta curva
(80°) de 18 Fr (Braile Biomédica, S&o José do Rio Preto, Brasil) para
perfusdo com a solucdo de preservacado. Imediatamente antes da perfusao
com a solugdo de preservagdo um fragmento do lobo médio e lingula foram

retirados para analise histologica posterior.

Assim que as outras equipes de captacdo ja estivessem com suas
medidas para a perfusdo de seus respectivos 6rgaos prontas, procedeu-se a
administragado endovenosa de heparina (300 U/kg). Neste momento realizou-
se de forma sequencial: ligadura da veia cava superior; sec¢do da veia cava
inferior logo acima do diafragma; pingamento da aorta toracica; iniciou-se a
perfusdo da artéria pulmonar com 50 ml/kg da solugdo de preservacéo

ativada (adicédo de 2,5 ml de bicarbonato de sédio 10 % e 0,6 ml de cloreto
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de calcio de 100 mg/ml em cada litro da solugéo) a 4 °C; abertura da auricula
esquerda para drenagem da solugdo de preservacédo; colocagédo de solugéo
salina gelada nas cavidades pleurais para o resfriamento dos pulmdes;
aspiracédo de sangue do doador. Durante todo o periodo de infusdo da
solucao de preservacgao, os pulmdes foram ventilados para evitar a formacao
de atelectasias e permitir uma distribuicdo mais homogénea da solugéo. O

inicio da isquemia foi registrado.

Terminada a perfusdo, a cénula foi retirada e a extracdo pulmonar
iniciada. As veias pulmonares foram seccionadas e separadas do atrio
esquerdo. A veia cava superior foi seccionada logo abaixo da ligadura,
liberando-a da artéria pulmonar direita. A aorta ascendente foi seccionada, o
tronco pulmonar amputado antes da sua bifurcacdo e o coragao retirado.
Iniciou-se a liberacdo dos pulmbes através dos ligamentos pulmonares.
Liberou-se todo o tecido mediastinal anterior ao es6fago até trés ou quatro
anéis acima da carina. Procedeu-se a retirada em bloco dos pulmdes,
incluindo todo o pericardio e estruturas adjacentes. Liberados os pulmbes e
dissecada a traquéia distal, esta foi ocluida com os pulmdes insuflados,

sendo o bloco retirado do campo operatorio.

Para o transporte, os pulmdes foram armazenados em saco estéril,
imersos em solugdo salina gelada e transportados em caixa térmica
preenchida com gelo. Todos os pulmdes apos a chegada ao InCor (local do
estudo) foram separados em direito e esquerdo por sec¢ao do atrio esquerdo,

artéria pulmonar e da carina traqueal (Figura 2). Isso para, conforme
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aleatorizagao prévia, um lado ser submetido a preservacao por ECMO-topico

e o outro por isquemia fria.

Antes 4 Apés
o
& \
7 N 1
: /

Figura 2. Esquemas demonstrando o bloco pulmonar antes e apds
separacdao pulmonar. A:Bronquios; B: Artérias Pulmonares; C: Veias
Pulmonares.

4.3.2 Preservacao: ECMO-tépico ou Isquemia Fria

O ECMO-topico foi realizado pela completa imersdo do 6rgao na
solugdo de perfusdao Steen Solution em caixa de contencédo (Figura 3)
confeccionada pelo nosso grupo. A caixa de contengao foi fabricada com a
adaptacdo de recipiente de plastico com volume aproximado de 3L onde
foram adaptados um tubo para a infusdo de solucdo e outro para a
drenagem da mesma. A circulagdo da solugdo pela caixa de contencédo foi
realizado por bomba centrifuga (Bioengenharia InCor) e conjunto de tubos e
oxigenador de membrana para circulagdo extra-corpérea modelo infantil
(Braile Biomeédica, Sao José do Rio Preto, Brasil). Completou o sistema um

trocador de calor (Biengenharia incor).
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Figura 3. Foto da caixa de contencgao utilizada para o ECMO-tépico.

A solucgao foi circulada continuamente pela bomba centrifuga em fluxo
aproximado de 1l/min com constante oxigenagdo via oxigenador de
membrana recebendo oxigénio com fluxo de 5l/min, A temperatura média foi
mantida pelo trocador de calor com resfriamento objetivando uma
temperatura de 8°C, monitorado por sensor retal de temperatura (Braile
Biomédica, S&do José do Rio Preto, Brasil) colocado na veia pulmonar e
conectado ao termémetro clinico digital AG-2000 (Braile Biomédica, S&o José
do Rio Preto, Brasil).

A isquemia fria foi realizada pela manutengdo do pulmdo em saco
plastico com envolto em solugdo salina gelada a 4°C com temperatura

controlada em refrigerador com termometro digital.

Figura 4. Foto da caixa de contengdo utilizada para o ECMO-topico com
pulm&o imerso na solugao.

4.3.3 Modelo Ex Vivo Modificado para o Estudo

O sistema de perfusao ex vivo desenvolvido no InCor representa uma
adaptacdo do sistema e do protocolo preconizados pelo Prof Steen com
algumas das modificagées de protecédo estabelecidas pelo grupo canadense,
como o uso de solugdo acelular, além do uso de materiais nacionais de
circulagcao extracorpérea como forma de viabilizar a linha de pesquisa em

nosso pais'>?’.
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A primeira modificagdo realizada foi a utilizagdo de circuito de
circulagao extracorporea infantil, permitindo a reducdo do volume de solucéo
de preservagdo. O sistema é formado por conjunto de tubos, reservatério
venoso, oxigenador de membrana do modelo infantil (Braile Biomédica, Sao
José do Rio Preto, Brasil); além de um trocador de calor e uma bomba
centrifuga (Bioengenharia InCor, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 4) Apos estudo
de viabilidade estas modificagcbes foram publicadas no Jornal Brasileiro de
Pneumologia em 2009""".

Figura 5. O sistema de perfusdo pulmonar ex vivo: conjunto de tubos
para circulagdo extracorporea, bomba centrifuga, reservatorio venoso e
oxigenador de membranas.

O bloco pulmonar é colocado em uma caixa rigida transparente
(Figura 5) desenvolvida especificamente para este finalidade (Vitrolife,
Gothenburg, Suécia). Uma sonda orotraqueal (Figura 6) foi adaptada com um
conector em "Y" para possibilitar a intubagdo concomitante dos dois
brénquios principais. Uma canula de perfusdo também em "Y" foi utilizada
para a conexao das artérias pulmonares ao tubo arterial do sistema de extra-
corporea (Figura 6). Esta canula possui sondas embutidas para acoplamento
em transdutor de pressao, possibilitando monitorizacdo continua da presséao
de artéria pulmonar (PAP) de forma independente e paralela para cada
artéria pulmonar. O retorno da solugao pelas veias pulmonares é realizado
diretamente para a caixa de contengado, sendo drenado para o reservatorio
venoso por gravidade. O sistema é preenchido com 1500ml de Steen
Solution (Vitrolife, Gothenburg, Suécia). Conforme mencionado acima,
optamos por ndo usar sangue na circulagdo, a exemplo do que faz o grupo

de Toronto.



125

Figura 6. Caixa para suporte do bloco pulmonar (XVIVO Chamber®)
no sistema de perfusao pulmonar ex vivo.

Figura 7. Esquema e foto demonstrando a reconexao pulmonar para
perfusdo e ventilagdo no sistema ex vivo. A: Cénula em Y conectada as
artérias pulmonares; B: Canula em Y conectada aos cotos bronquicos e ao
ventilador; C: Veias pulmonares separadas drenando livremente para
recipiente de contengéo; D1 e D2: Sondas para a medida pressérica de cada
artéria pulmonar.

Figura 8. Foto ilustrando as canulas em Y utilizadas para reconexéo
pulmonar para perfusao e ventilagdo no sistema ex vivo. A: Canula em Y
para conexdo dos cotos brénquicos e ventilador; B: Canula em Y para
conexao dos cotos arteriais ao circuito de perfusao, detalhe nas setas 1 e 2
para a saida dos transdutores de pressao independentes.

Usamos como fluxo de perfusdo, 40% do débito cardiaco (DC)
estimado (DC = 3 X area de superficie corporea). Iniciamos a perfusdo com a
solucédo na temperatura de 20°C e um fluxo inicial de 10% do calculado. A
temperatura é gradualmente elevada por meio do trocador de calor até 37°C

em aproximadamente 30 minutos. O fluxo também €& lentamente
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incrementado, atingindo 30% do calculado em mais ou menos 30 minutos, e
alcangando o fluxo maximo por volta de 60 minutos. Se a PAP atinge 20
mmHg antes do fluxo maximo calculado, este € mantido em um valor mais
baixo até o fim da perfusdo para minimizar a formagao de edema. Quando a
temperatura chega a 32°C (geralmente apos 20 minutos do inicio da perfuséo
pulmonar ex vivo), a ventilagdo € iniciada. Nesse momento, um fluxo de gas
(CO2 7% + N2 93%) € administrado ao sistema através do oxigenador de
membrana para “desoxigenar” o perfusato, de forma que o mesmo, ao entrar
na artéria pulmonar, tenha uma composi¢cdo gasosa semelhante ao sangue
venoso. Manobras de recrutamento até uma pressdo maxima de 25 cmH;0
sdo realizadas para desfazer eventuais atelectasias. O ventilador é mantido
com os seguintes ajustes: volume corrente de 8 ml/kg, frequéncia de 7 irpm,
FiO2 de 100% e PEEP de 5 cmH,0. Essa estratégia de ventilagao é protetora
para evitar quaisquer traumas adicionais. Apos o sistema atingir a
estabilidade (fluxo maximo calculado e temperatura de 37°C geralmente por
volta de 60 minutos de perfusdo pulmonar, o perfusato que sai pelas veias
pulmonares é colhido para analise gasométrica e os valores hemodinamicos

sdo registrados.
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Figura 9. Visado geral da sala de reperfusdo pulmonar. A: Caixa de contengao
pulmonar (XVIVO Chamber®); B: Monitor de presséo; C: Ventilador.

4.4 VARIAVEIS DO ESTUDO

4.4.1 Avaliagcao hemodinamica

A pressao de artéria pulmonar (PAP) de cada pulmao foi
continuamente monitorizada, através das sondas individuais, durante todo o
tempo da reperfusdo. Quando o sistema atingiu a estabilidade, a PAP e o
fluxo maximo atingido foram registrados para o calculo da resisténcia

vascular pulmonar (RVP). A féormula utilizada para o calculo da RVP foi:



128

RVP (dina.s.cm™) = PAP (mmHg) / Fluxo (I/min) x 80

4.4.2 Avaliacao funcional

O principal parametro da avaliacdo funcional era a capacidade de
oxigenagao, definida pela pressao parcial de oxigénio (PO,) dosado do
perfusato em sua saida pelas veias pulmonares, coletado individualmente
entre os lados direito e esquerdo. Outros parametros obtidos foram a pressao
parcial de diéxido de carbono (PCO;) e o potencial hidrogeniénico (pH)
dosados no perfusato em sua saida pelas veias pulmonares, também
coletados de forma individual. Medidas realizadas no aparelho ABL 800 flex
(Radiometer, Copenhagen, Dinamarca), imediatamente apos sua coleta. Para
demonstrar que o sistema ex vivo foi eficaz na desoxigenag¢ao do perfusato,
foram colhidas gasometrias da solugdo apds passagem no “oxigenador de

membranas”’.

4.4.3 Variagao do peso

Os pulmbes foram pesados individualmente em trés momentos: logo
depois da captacdo e separacdo em direito esquerdo; apds preservacao no
ECMO-t6pico ou na isquemia fria e ao final da reperfusdo no modelo de
avaliagdo pulmonar ex vivo. Tais medidas geraram duas variaveis: a variagao

de peso pos-preservacao (APp) e a variagdo de peso pos-reperfusao (APr).

APp (kg) = peso apos isquemia (kg) - peso apos captacao (kg)

APr (kg) = peso apos reperfuséo (kg) - peso apoés isquemia (kg)
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4.4.4 Razao peso umido-peso seco

Um parametro usado para avaliagdo do edema pulmonar é a razéo
entre o peso da pega apos a reperfusdo e o peso apds secagem em estufa.
Para esta medida assim que encerrada a reperfusdo, pesamos
separadamente os pulmdes esquerdo e direito (peso umido). Estes foram

colocado em estufa a 60 °C por 24 horas, e pesados em seguida (peso seco).

Razao U/S = peso umido (kg) / peso seco (kg)

4.4.5 Avaliagao histologica

Para a avaliagdo histologica foram padronizadas as retiradas de
fragmentos do lobo médio para o pulméao direito e da lingula para o pulmao
esquerdo em trés diferentes momentos. A primeira bidpsia foi feita durante a
captagdo, para avaliacdo e comparagdo da condicdo inicial dos pulmdes
estudados. A segunda biopsia foi feita apds o periodo de preservagédo no
ECMO-t6pico ou na isquemia fria pelas 8 horas estabelecidas no estudo, de
modo a indicar se algum dos métodos incorreria em maior preservagéo da
arquitetura tecidual. Ja a terceira bidpsia tinha o intuito de avaliar se a
reperfusdo no modelo ex vivo propriamente dita, poderia determinar eventual
melhora ou piora destes pulmdes avaliados e se dependendo do grupo:
ECMO-t6pico ou isquemia fria, estas alteracbes seriam mais ou menos

presentes.

Os fragmentos de pulmao foram imersos em formalina tamponada a
10% para fixacdo. Apds 24 horas, foram confeccionados blocos de parafina

com as amostras, os quais foram seccionados em cortes de 5 ym e corados
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com hematoxilina-eosina. As laminas foram examinadas em microscopio de
luz por patologista experiente em afecgbes pleuro-pulmonares. Foram
analisados 26 parametros histologicos em cada caso, sendo eles: Infiltrado
septal, Infiltrado pleural, Infiltrado peribronquiolar, Pneumonia organizante,
Fibrose peribronquiolar, Foco fibroblastico, Fibrose submucosa bronquiolar,
Hipertrofia musculo peribronquiolar, Edema intersticial, Edema alveolar,
Espessamento arteriolar, Trombose vascular, Fibrose pleural, Fibrose
intersticial, Deposi¢cdo superficial de fibrina, Fibrina alveolar, Exsudato
alveolar, Hemorragia intersticial, Hemorragia alveolar, Reatividade de
pneumacitos, Macrofagos alveolares, Descamagédo bronquiolar, Vasculite,
Enfisema, Pigmento e Broncoespasmo. De acordo com a intensidade dessas
alteragdes, o patologista atribuiu um valor para cada parametro: 0, auséncia;
1, leve; 2, moderado; 3, intenso. Foi definido, dessa forma, o escore de lesao
pulmonar (ELP), determinado pela soma do valor de cada parametro. O ELP
de cada caso podia variar de 0 a 78, de modo que quanto maior era o escore,

mais intensa era a lesao tecidual naquela amostra.

As laminas dos fragmentos descritos acima foram preparadas
também para analise imuno-histoquimica, tendo por finalidade a deteccéo e
quantificacao de células apoptéticas, usando o In situ Cell Death Detection Kit
(Roche, Mannheim, Alemanha). Durante o processo de apoptose, ocorre a
clivagem do DNA nuclear, levando a formag¢ao de quebras na “fita” de DNA e
fragmentos de DNA (oligonucleossomos). Essas rupturas de DNA podem ser
identificadas pela adicdo de nucleotideos marcados com fluoresceina ao
terminal livre 3’-OH dos fragmentos de DNA, através de uma reagéo

enzimatica. A técnica TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) baseia-
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se na capacidade da enzima terminal desoxinucleotidil transferase (TdT) de
catalisar a incorporagdo de desoxiuridina trifosfato (dUTP) aos terminais 3’-

OH das “fitas” de DNA.

As léaminas foram desparafinizadas em trés banhos de xilol (5
minutos cada banho) e reidratadas em gradiente de etanol (100%, 95%, 90%,
80%, 70%). Era aplicada a Proteinase K nas laminas, as quais eram
mantidas por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, era feita a
lavagem das laminas com dois banhos (3 minutos cada) em PBS (phosphate-
buffered saline). Elas eram, entdo, incubadas com solugdo de peroxido de
hidrogénio (H202) 0,3% e metanol por 30 minutos em temperatura ambiente,
e, logo apds, lavadas duas vezes em PBS. Na sequéncia, eram aplicados 50
Ml da mistura TUNEL (5 pl da solugédo da enzima TdT — tubo azul — e 45 yl da
solugédo do nucleotideo marcado — tubo roxo) em cada amostra. Estas eram
colocadas em camara umida a 37 °C por 60 minutos. Por fim, as laminas
eram lavadas trés vezes em PBS e preparadas com glicerina e laminula de

vidro para analise em microscopio de fluorescéncia.

As laminas foram examinadas em microscopio (Axioskop 2 Plus; Carl
Zeiss, Jena, Alemanha) de fluorescéncia, através de um filtro de 590 nm, com
um aumento de x400. O sistema incluia uma cémera acoplada ao
microscopio para captura das imagens, ligada a um computador. Através do
software de processamento de imagens digitais AxioVision versao 4.7 (Carl
Zeiss), a imagem era mostrada no monitor em um campo de 0,02 mm?, e as
células apoptoéticas eram visualizadas na cor verde brilhante. As células

apoptoticas foram contadas em dez campos escolhidos aleatoriamente.
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Para avaliar a presencga de células inflamatoérias no tecido foi realizada
técnica de imunohistoquimica para identificacdo de linfocitos, por meio de kit
para deteccdo de células CD3+ (Abcam plc, Cambridge, Reino Unido). A
técnica consiste em desparafinar as laminas na bateria de extracao e hidratar
em agua a temperatura ambiente por 50 minutos. As laminas sdo colocadas
na cubeta para imersdo no tampao e é entdo adicionada a solugdo Tween.
Na sequéncia levadas para panela de pressédo (Pascal) e apés 40 minutos
retiradas e deixadas em temperatura ambiente por 5 minutos. As Iaminas sao
lavadas na torneira com o jato de pressao leve e bloqueadas com H2O- por
20 minutos. Enxaguadas com agua e em seguida secas. Passado o Pap Pen
e apos pingado o Protein-Block (etapa para bloquear as proteinas
inespecificas). Levadas a estufa por 1 hora a 37C°. Escorrido o reagente da
ldmina. Pingado o anticorpo anti-CD3, pingado o diluidor de anticorpo e
levado a geladeira por 18 horas. Lavado em PBS 3 a 4 x, pingado o Pickture
Max (Solug&o B) e mantido em 30 minutos em temperatura ambiente, lavado
novamente em PBS 3 a 4x, pingado o Pickture Max (Solugéo B) e lavado em
PBS. Apos este processo, revelado no DAB e contracorado com
hematoxilina-eosina. Apds a preparacdo, as laminas foram estudadas por
patologista que classificou o grau de infiltrado por linfécitos em fraco,

moderado ou intenso.

Amostras de tecido pulmonar também foram preparadas para analise
de microscopia eletrénica. Imediatamente apos a coleta, o tecido era
colocado em frasco contendo o fixador glutaraldeido 3% preparado em
tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,3) e mantido a 4 °C por 3 horas. Logo apds, o

glutaraldeido era retirado, e as amostras fixadas em tetroxido de ésmio 1%
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preparado em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,3), sendo mantidas a 4 °C por 2
horas. O proximo passo era lava-las em solucéo salina 0,9% contendo 1,78%
de sacarose (pH 7,4), deixando-as até o dia seguinte em acetato de uranila
0,5% com 13,3% de sacarose (4 °C). A desidratacdo era feita em série
crescente de etanol: 70% (2X — 10 min), 95% (2X — 15 min), etanol absoluto
(4X — 15 min) e oxido de propileno (2X — 15 min). Depois era feita a infiltragdo
com uma mistura de oxido de propileno e resina Araldite (Huntsman, S&o
Paulo, Brasil) na propor¢gdao de 1:1 e os frascos ficavam em um girador
elétrico por 210 minutos. A seguir, a mistura era desprezada, substituida por
resina Araldite pura, e os frascos eram colocados em estufa a 40 °C por 1
hora. Os fragmentos eram, entdo, emblocados em moldes flexiveis de
silicone contendo resina Araldite e deixados por 48 horas em estufa a 60 °C

para polimerizacéao.

Os blocos eram cortados em ultramicrotomo, modelo Ultracut (Leica,
Viena, Austria) e os cortes (60 a 70 nm de espessura) eram colocados em
telas de cobre 200 mesh (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington,
EUA). Estas eram contrastadas com acetato de uranila 5% (Sigma, St Louis,
EUA) por 30 minutos a temperatura ambiente, lavadas com agua destilada e,
a seguir, contrastadas com citrato de chumbo (Sigma, St Louis, EUA) por 20
minutos. Apds nova lavagem com agua destilada, as telas eram secadas com
papel de filtro. As telas foram examinadas em Microscopio Eletrénico de
Transmissdo, modelo Tecnai 10 (Philips, Amsterda, Holanda) a procura de
alteracbes estruturais que demonstrassem a presenga de processo
inflamatorio ou morte celular. As Figuras 10,11,12,13 e 14 ilustram os

achados na microscopia eletrénica.



134

Figura 10. Foto de Microscopia Eletrénica (3700x) demonstrando a
ultra-estrutura com integridade da membrana basal. Seta A: membrana basal;
Seta B: fibras colagenas; Seta C: Pneumocito tipo .
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Figura 11. Foto de Microscopia Eletrénica (2250x) demonstrando a
ultra-estrutura alvéolo capilar. Seta A: LBucggjto; Seta B: Endotélio; Seta C:
Hemacia; Seta D: Pneumacito tipo I; Seta E: LUMlveolar.

Figura 12. Foto de Microscopia Eletronica (3700x) demonstrando a presenga
de células inflamatodrias. Seta A: Macrofago; Seta B: Luz vascular.
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Figura 13. Foto Microscopia Eletrénica (3700x) Pneumdcito tipo |l de
carageristicas normais. Seta A: Pneumgcito tipo Il; Seta B: Surfactante; Seta
C: Ncleo com cromatina de distribuicagghormal.

N

Figura 14. Foto de Microscopia Eletrénica (6200x) Ryg®®cipp tipo Il de
caracteristicas apoptaticas. Seta A: Pneumocito tipo Il; Seta B: Surfactante;
Seta C: Nucleo com sinais de apoptose.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi realizada uma analise descritiva de todas as variaveis
do estudo, aplicando dois testes de normalidade da amostra (Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk). As variaveis continuas com distribuicdo normal sdo
relatadas na forma de média + desvio-padrdao e as com distribuicdo nao
normal, na forma de mediana % intervalo interquartil. As variaveis qualitativas

sdo relatadas através de suas frequéncias e porcentagens.

Para as caracteristicas demograficas relacionadas aos doadores,
aplicamos apenas a analise descritiva. Segundo o desenho do estudo, cada
doador tem um pulm&o em cada um dos dois grupos testados, de tal forma
que cada 6rgéo tem seu respectivo controle, diminuindo bastante o eventual
impacto das variaveis demograficas do doador sobre o resultado do

experimento.

Para analise comparativa entre os grupos, realizamos

essencialmente 3 tipos de analise:

1. Para a analise da diferenca entre médias de medidas entre os
dois grupos de estratégia de preservagao (inter-grupos): aplicamos o teste T-
pareado para a maioria das variaveis, exceto para aquelas que nao passaram
no teste de normalidade. Para essas, aplicamos o teste ndo paramétrico de

Wilcoxon.
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2. Para a analise da diferenca entre médias de medidas entre os
dois grupos de estratégia de preservagdo que evoluem ao logo do tempo
(como na avaliagdo da microscopia otica e para ) foram realizadas analises
de variancia (ANOVA) de duplo fator (tempo e modo de preservagao) com
medidas repetidas.

3. Para as variaveis qualitativas em tabelas de 2x2 foi utilizado o
teste do qui-quadrado ou exato de Fischer quando o valor esperado foi menor
que 5. Em tabelas maiores que 2x2 foi utilizado o teste de verossimilhanca
devido ao valor esperado ser, em todos os casos, menor do que 5.

Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o software
SPSS versdo 18.0, com intervalo de confianca de 95% e nivel de

significancia em 0,05.
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5 RESULTADOS

As captagbdes ocorreram de dezembro de 2009 a agosto de 2010,
totalizando sete casos inclusos no protocolo e na analise. Os seguintes
resultados foram obtidos: idade meédia de 53,86 anos (+16,7); sexo 4 homens
(57,1%) e 3 mulheres (42,8%); causa do Obito: acidente vascular cerebral
hemorragico (AVCh) em 5 doadores e trauma cranio encefalico (TCE) em 2
casos; motivo da recusa ao transplante: gasometria pré captagéo
insatisfatoria (PaO; inferior a 300 mmHg colhida com FiO2 de 100% e PEEP
de 5 cmH20) em 6 casos e em 1 caso presenca de contusdo pulmonar
homogénea entre os dois lados. A Tabela 1 mostra caracteristicas
demograficas dos doadores bem como valores da gasometria pré captacao e
tempo de ventilagdo mecanica. Em quatro casos o lado submetido ao ECMO-
topico foi o lado direito (57,1%) e em 3 casos o lado ECMO-topico foi a

esquerda (42,9%).



Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e clinicas dos doadores

Doadores

Sexo:
Masculino*® 4(57,1%)
Feminino* 3(42,8%)

Idade (anos)”

Ventilagdo Mecénica (dias)#
PaO, (mmHg)*
PCO, (mmHg)"
pH
Causa do Obito:
AVCh*
TCE*

Motivo da Recusa para Transplante:

PaO2 pré < 300mmHg*”

Contuséo Bilateral*

Lado Submetido ao ECMO-tépico:

Direito*

Esquerdo*

53,86 (+16,7)

4,86 (+3,93)
192,2 (92,2 )
33,1 (+9,6)

7,3 (£0,2)

5(71,4%)

2 (28,6%)

6 (85,7%)

1(14,3%)

4 (57,1%)

3 (42,9%)
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NOTA: As variaveis continuas estdo expressas em média (+ desvio padrdo) e as variaveis categéricas
estdo expressas pelo seu numero absoluto (porcentagem do total).

* Em numero de casos.

# . . . ~ a .
Tempo que o doador ficou intubado em ventilagdo mecanica.

* Valores obtidos em gasometria arterial colhida com FiO2 100% e PEEP 5 cmH,0 pré captacdo.

5.1 AVALIAGAO FUNCIONAL

A capacidade de oxigenagdo medida durante a reperfusdo pela PaO,

média dos pulmdes preservados pela ECMO-tépico foi de 468,00 mmHg

(81,69 mmHg). Nos pulmdes preservados pela isquemia fria PaO, média foi
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de 455,86 mmHg (54,05 mmHg). Nao houve diferenga significativa
(p=0,758) entre os grupos quanto a capacidade de oxigenagao dos pulmodes

apos a reperfusao.

Grafico 1 — Capacidade de oxigenagao (PO.) dos pulmées no final da
reperfusao.
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NOTA: As barras de erro representam o intervalo de confian¢a de 95%.

A PCO; média obtida na gasometria dos pulmdes preservados pela
ECMO-tépico foi de 17,457mmHg (£3,62 mmHg). Nos pulmdes preservados
pela isquemia fria a PCO, média foi de 17,02mmHg (£3,18mmHg). Nao

houve diferenga significativa (p=0, 617).
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Grafico 2 - PCO, média obtida em cada grupo ao final da reperfusao
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NOTA: As barras de erro representam o intervalo de confianca de 95%.

O pH médio dosado na gasometria dos pulmdes preservados pela
ECMO-tépico foi de 7,46 (x0,05) e nos pulmdes preservados pela isquemia

fria o pH médio foi de 7,47 (£0,07mmHg) (p=0, 574).

Grafico 3 — pH médio obtido em cada pulmao ao final da reperfusao.
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NOTA: As barras de erro representam o intervalo de confianca de 95%.
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Encontramos na gasometria do sistema colhida apds passagem no
circuito para comprovar a capacidade de desoxigenagdo uma PaO; média de

91,94 (+ 24,45).

5.2 AVALIAGAO HEMODINAMICA

Das variaveis estudadas, a pressdo de artéria pulmonar (PAP) e a
resisténcia vascular pulmonar (RVP) n&o tiveram distribuicdo normal. Por
isso, seus valores foram expressos como mediana (intervalo interquartil). A
mediana da PAP dos pulmdes ECMO-topico foi de 140,00mmHg (120 - 160) €
no grupo isquemia fria a mediana foi 140mmHg (140 - 150), €ssa diferenga n&o

foi significativa em teste n&o paramétrico (Wilcoxon) (p=0,285).

Grafico 4 — Pressao de Artéria Pulmonar (PAP) mediana obtida em cada
grupo ao final da reperfusao.
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A mediana da RVP no grupo ECMO-tépico foi de 459,00 dina.s.cm™
(432,43 — 492,30) € NO grupo isquemia fria a mediana foi de 474,50 dina.s.cm™
459,01 — 54545); €ssa diferenca n&o foi significativa em teste ndo paramétrico

com o mesmo p anterior (p=0,285).
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Grafico 5 — Resisténcia vascular (RVP) mediana obtida em cada pulmao
ao final da reperfusao.
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5.3 VARIAGAO DE PESO

Para a analise estatistica da diferenca entre médias obtidas da
variagdo de peso entre grupos ao longo do tempo dos 3 tempos foi realizada
ANOVA de duplo fator com medidas repetidas obtendo resultado nao

significante.



145

Grafico 6 — Comparagao do peso medido entre grupos ao longo do
tempo (Fator Grupo).
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Grafico 7 — Comparagao do peso medido ao longo do tempo entre os
dois grupos (Fator Tempo).
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A interagdo entre grupos para o peso encontrado calculada pela
ANOVA apresenta como resultado a interagdo entre p = 0,346,

demonstrando a auséncia de interagao tempo x método de preservagéo.
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5.4 RAZAO PESO UMIDO-PESO SECO

A razdo entre o peso umido e o peso seco, considerada de
distribuicdo normal, foi em média 2,77(+ 0,93) e 3,21 (+1,85) nos grupos
ECMO-tépico e isquemia fria, respectivamente. Nao houve diferenca

estatisticamente significante (p=0,358).

Grafico 8 — Razdao peso umido-peso seco média encontrada em cada
grupo.

p=0,358
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NOTA: As barras de erro representam o intervalo de confian¢a de 95%.

Os resultados funcionais estao compilados e resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Comparagao funcional entre a preservagao com ECMO-tépico

e com Isquemia Fria.

ECMO topico Isquemia fria
Variavel estudada Valor de p
Capacidade de
Oxigenagéo' 468,00 (+81,69) 455,86 (£54,05) 0, 758
PAP?(mmHg) 140,00 (120 - 160) 140 (140 - 150); 0,285
RVP? (dina.s.cm™) 459,00 (432,43 — 492,30) 474,50(459,01 — 545,45) 0,285
PU/PS* 2,77 (+ 0,93) 3,21 0,358

NOTA: Os valores estdo expressos como média (+ desvio padrdo), exceto a varidvel RVP, cujos valores

estdo expressos como mediana (intervalo interquartil).

1Expressa como a média da Pa02 em mmHg.

2 PAP= pressdo de artéria pulmonar

3 . LA .
RVP = resisténcia vascular pulmonar

4 PU/PS = razdo peso Umido-peso seco

5.5 AVALIAGAO HISTOLOGICA

5.5.1 Microscopia

otica

O Escore de Lesdo Pulmonar (ELP) médio foi calculado para cada

um dos tempos biopsiados.

O ELP do tempo 1 (antes da captagao), realizado

para garantir a homogeneidade entre os lados, foi de 6,285 (+4,029) no grupo

ECMO-topico e 7,571 (+4,429) no grupo isquemia fria. Na biopsia realizada

no tempo 2 (realizada apés periodo de preservagéo, mas antes da reperfuséo

ex vivo que pode interferir

na avaliagdo da preservacgédo) o ELP médio foi de

8,714 (x4,785) no grupo ECMO-topico e 7,714 (£5.089) no grupo isquemia

fria. Para o tempo 3 apds

reperfusao (tempo final) sendo 9,571 (x4.503) e

7,857 (£6,121) nos grupos ECMO-topico e isquemia fria, respectivamente.
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Para a analise estatistica da diferenca entre médias obtidas de ELP
entre grupos ao longo do tempo dos 3 tempos foi realizada ANOVA de duplo

fator com medidas repetidas obtendo resultado n&o significante p=0,531.

Grafico 9 — Comparacao do Escore de Lesdao Pulmonar (ELP) entre
grupos ao longo do tempo (Fator Grupo).
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Grafico 10 — Comparacao do Escore de Lesao Pulmonar (ELP) ao longo
do tempo entre grupos (Fator Tempo).
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Ja a interacdo entre tempo x método de preservagao calculada pela
ANOVA para o escore de lesdo pulmonar apresenta como resultado p=

0,554, significando auséncia de interagao.
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5.5.2 Contagem de Células Apoptoticas (TUNEL)

O numero de células apoptadticas identificadas pela reacdo TUNEL no
tecido pulmonar colhido nos trés tempos foi determinado pela contagem em
dez campos. A contagem média do tempo 1 antes da captacdo, foi de
16,71(x2,545) no grupo ECMO-topico e 18,57 (£5,118) no grupo isquemia
fria. Na bidpsia realizada no tempo 2, apds periodo de preservacio, a
contagem meédia foi de 20,71 (£5,843) no grupo ECMO-tépico e 17,57
(£3,014) no grupo isquemia fria. Para o tempo 3, apos reperfusdo, o
resultado encontrado foi 25,00 (+9,34) e 24,86 (+10,374) nos grupos ECMO-
topico e isquemia fria, respectivamente. A analise estatistica da diferenga
entre médias obtidas na contagem de células apoptoticas entre grupos ao
longo do tempo dos 3 tempos foi realizada através de ANOVA de duplo fator

com medidas repetidas, o resultado obtido foi n&o significante (p=0,803).

Grafico 11 — Comparacao da contagem de células apoptéticas entre
grupos ao longo do tempo (Fator Grupo).
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Grafico 12 — Comparagao da contagem de células apoptéticas ao longo
do tempo entre grupos (Fator Tempo).
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Para a ANOVA da contagem de células apoptéticas a interagdo entre
calculada apresenta como resultado p = 0,691, demonstrando a auséncia de

interacdo tempo x método de preservacgao.

5.5.3 Avaliagao do infiltrado de Células CD3+

O grau de inflamagéao tecidual foi estudado através da detecgao da
presenca de células inflamatdrias no tecido linfécitos, por meio de kit para

detecgao de células CD3+.

No tempo 1 o grupo ECMO-tépico demonstrou grau de infiltrado
inflamatorio considerado fraco em 85,7% e moderado em 14,3% das laminas
avaliadas. O resultado foi igual, fraco em 85,7% e moderado em 14,3%, no

grupo isquemia fria nesse mesmo tempo (p=1,000).
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Grafico 13 — Comparacao da intensidade de células CD3+ no Tempo 1.
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Para o Tempo 2 os resultados para o grupo ECMO-tépico foram

fraco em 71,4%, moderado em 14,3% e intenso em 14,3% das laminas

avaliadas. Ja os resultados para o grupo isquemia fria foram, fraco em 57,1%

e moderado em 42,9%, (p=0,280).

Grafico 14 — Comparacao da intensidade de células CD3+ no Tempo 2.
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No Tempo 3 o grupo ECMO-tépico foram apresentou infiltrado
inflamatério considerado fraco em 71,4%, moderado em 14,3% e intenso em
14,3% das laminas avaliadas. No grupo isquemia fria foram, fraco em 85,7%
e moderado em 14,3%, (p=0,478).

Grafico 15 — Comparacao da intensidade de células CD3+ no Tempo 3.
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5.5.4 Microscopia eletrénica

A Microscopia eletrbnica foi utilizada para avaliagdo de alteragdes
ultra-estruturais decorrentes do periodo de isquemia-reperfusdo. Os achados
foram semelhantes nos dois grupos entre os tempos comparados. As lesdes
identificadas foram a presenca de células com caracteristicas de apoptose e
alteragdes na barreira alvéolo-capilar. Todavia, a grande quantidade de
artefatos e a pequena quantidade de alteragdes encontradas nao permitiram

a utilizagdo de um escore para comparagao estatistica entre os grupos.
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6 DISCUSSAO

Apesar de utilizada como forma de preservagdo pelo grupo da
Universidade de Lund na Suécia, a técnica do ECMO-t6pico nunca foi testada
para comprovar sua eficacia ou mesmo sua seguranga. Em algumas
publicagdes deste grupo O ECMO-tépico aparece associado ao sistema ex
vivo®™. Por outro lado, n3o existe mengdo ao ECMO-tépico por nenhum outro
grupo, incluindo o grupo Canadense, que em suas diversas publicagées com
o sistema ex vivo optou por nao realizar o ECMO-t6pico, mesmo no periodo

pos-reperfusdo, conforme recomendado pelo Prof. Steen.

Este trabalho é o primeiro a estudar de forma comparativa a técnica
ECMO-t6pico com a forma mais utilizada para a preservacédo pulmonar para

transplante: a isquemia fria.

6.1 CASUISTICA

A opcao pela utilizacdo de pulmdes de doadores humanos em um
estudo experimental foi motivada pela intengdo de que o estudo fosse
representativo da realidade clinica do transplante pulmonar. Além da
dificuldade na obtenc&o de doadores outro grande problema é apontado: a
grande variabilidade encontrada entre os doadores. Isso poderia levar a
resultados discrepantes visto que, para um trabalho desse porte de

complexidade e custo, o numero de casos para estudo deve ser minimo.
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Por este motivo idealizamos um estudo experimental em que
pudéssemos reduzir a essa variabilidade inter casos. Para tanto pensamos
em um estudo pareado. Isto foi possivel pela separagao do bloco pulmonar
em direito e esquerdo permitindo que cada um dos lados pudesse ser
preservado por técnica diferente (lado ECMO-tépico x lado Isquemia Fria),

mas mantendo o pareamento no momento da analise.

A idéia do bloco pulmonar separado e posterior re-conexao foi testado
em casos piloto se mostrando factivel e sem incorrer em piora funcional para

o pulm&o ou em interferéncia na reperfusdo'®.

Se comparados com os dados do estado de Sdo Paulo publicados
por Pégo-Fernandes et al. veremos que os sete casos representam de forma
adequada a populacdo de doadores de 6rgaos e tecidos encontrados no
Brasil. A idade média dos doadores em nossa casuistica foi 53,86 anos
(x16,7) sendo ligeiramente maior que a descrita por Pégo-Fernandes et al:
37,47 £ 16,16 anos (16 dias-82 anos). A distribuicdo dos sexos foi
semelhante com maioria no sexo masculino, 4 homens (57,1%) e 3 mulheres
(42,8%) em nossa casuistica contra 198 homens (56,9%) e 150 mulheres

(43,1%) no encontrado por Pégo-Fernandes et al’.

Dentre as causas de morte encefadlica de forma semelhante ao
encontrado na pratica clinica, o acidente vascular cerebral hemorragico
(AVCh) foi a principal causa do 6bito, ocorrendo em 5 doadores (71,42%); em
segundo lugar trauma cranio encefalico (TCE) em 2 (28,57%). Na

casuistica de Pégo-Fernades a distribuicdo das causas foi a seguinte: AVC e
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Hemorragia Subaracnoidea em 51,4% e TCE em 34,2%, ferimento por arma

de fogo em 5,7% entre outras causas.

6.2 AVALIAGAO FUNCIONAL

Consideramos a capacidade de oxigenagdo como O parametro mais
importante da avaliagdo funcional, isto porque estudos prévios ja
demonstraram que os valores de PO, correspondem de forma mais
fidedigna a qualidade da preservagdo pulmonar, quando comparado aos
outros parametros como anatomo-patolégicos ou radiolégicos®. Os valores
obtidos no estudo demonstram que tanto a capacidade de oxigenagao quanto
a capacidade de troca de CO, foram semelhantes nos dois grupos sem

diferencga estatistica.

Comparado aos trabalhos que avaliaram a recuperacdo pulmonar no
sistema ex vivo observamos da mesma maneira um incremento consideravel
na capacidade de oxigenacdo; o valor médio do PO, da gasometria pré
captacéo saltou de 192,2 mmHg (92,2 ) para 468,00 mmHg (+81,69) apds 1

hora de perfusao.

Em estudo de Wyerup et al., também com pulmbes de doadores
rejeitados para transplante, submetidos ao sistema ex vivo a PO, média pré
captacédo era de 186,9 mmHg, chegando a 384,3 mmHg ao fim da
reperfusdo’. Em outro estudo publicado por um grupo americano da
Universidade da Carolina do Norte a diferenca entre as médias de PO, pré-

captacédo e pos-reperfuséo foi menos expressiva, de 304,6 mmHg para 383,8
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mmHg, porém, mesmo assim permanece clara a melhora da funcéo

pulmonar com o uso do sistema ex vivo®.

Estas comparagdes demonstram ndo s6 que o sistema ex vivo por nos
adaptado é similar aos modelos ja publicados, mas também exemplifica a
importante propriedade do sistema ex vivo em recuperar a capacidade de

oxigenagao desses 0rgaos.

Como o pulméo por sua fungdo de troca gasosa interfere diretamente
na homeostase do organismo, em especial no equilibrio acido-basico,
coletamos dados do pH da solugdo para comparacdo. Os dados por nos
encontrados nao apresentaram diferencas entre os dois modos de
preservagdo. O pH meédio dosado na gasometria de todos pulmdes
independentemente da forma de preservacado foi de 7,465; apesar deste
valor obtido no sistema ser ligeiramente mais basico do que a faixa de
normalidade, acreditamos que ndo isso n&o determinou nenhum prejuizo ao

orgao.

Outro parametro estudado como na avaliacdo funcional foram as
medidas hemodindmicas de pressao de artéria pulmonar e resisténcia
vascular pulmonar. Cypel et al. sugerem que a manutencdo de baixas
pressdes de artéria pulmonar sdo fundamentais para prevenir que o 6rgéo
seja lesado durante a realizagdo da perfusdo no modelo ex vivo. Este autor
também sugere que a incapacidade de se manter um fluxo pulmonar
adequado com PA baixas constitui um forte indicativo de que estes pulmdes
ja estejam fortemente lesados podendo ser irrecuperaveis®. Em nosso

estudo ndo houve diferenga entre a PA ou RVP entre cada um dos grupos
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testado. Salienta-se que alguns dos determinantes da pressado da artéria
pulmonar nao estao presentes no modelo de perfusdo ex vivo (por exemplo,

a denervagao pulmonar) todavia, o impacto disso ainda € desconhecido.

6.3 VARIAGAO DE PESO E RAZAO PESO UMIDO-PESO SECO

Outro parametro frequentemente utilizado na literatura para avaliagao
da preservagao pulmonar € a variagdo de peso como forma de medida do
edema pulmonar. O processo de isquemia-reperfusdo por ocasionar o
aumento da permeabilidade vascular e ruptura da barreira alvéolo-capilar
acaba por determinar a retengcdo de agua. O grau de edema acaba por ser
inversamente proporcional a qualidade da preservacdo®. A forma mais
simples de estudo é a simples medicdo da variacdo do peso. Todavia, por
sofrer influéncia de outros fatores como hemorragia alveolar pode ter sua
validade contestada. Também é considerada pouco sensivel por nao detectar

graus mais leves de edema.

Em nosso estudo, a variacdo do peso apds o periodo de reperfuséo
foi semelhante nos dois grupos. Apds 8 horas de ECMO tdpico houve uma
infima redugdo na mediana do peso (provavelmente devido ao
extravasamento de sangue durante o armazenamento). Ja no grupo isquemia
fria, observamos um aumento, porém, também minimo na mediana

encontrada.

Ja no momento apds reperfusdo ocorreu ganho de peso

demonstrando a ocorréncia de edema de reperfusdo. Esse achado é
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importante por corroborar os achados de outros autores de que mesmo com
0 uso da solugdo de Steen a reperfusdo no sistema ex vivo esta sujeita a
algum grau de edema que pode inviabilizar reperfusdes de maior duragao.
Entretanto, Cypel et al. conseguiram obter melhores resultados, mesmo com
tempo de preservagao prolongado, pelo uso de "retorno venoso fechado” por
meio de uma canula em formato de funil suturada diretamente no “cuff’ atrial.
Dessa forma eles conseguiram manter uma pressdo de atrio diferente de

zero alterando assim a RVP e evitando a formagao de edema®’.

A razao peso umido-peso seco corresponde a uma forma mais fidedigna
de medida da quantidade de agua presente nos espécimes estudados ao
final de todo periodo de isquemia-reperfusao. Quanto maior o seu valor maior

o edema acumulado. A razao U/S foi semelhante nos dois grupos.

Através destes parametros demonstramos que a formacdo de edema

ocorreu de maneira semelhante em ambos os grupos.

6.4 AVALIAGAO HISTOLOGICA

A avaliagdo histolégica do tecido pulmonar submetido a isquemia-
reperfusdo demonstra alteracbes bem caracterizadas que podem ser
adequadamente estudadas na microscopia de luz convencional conforme ja
descrito em estudos prévios®*.

Duas limitagdes se impdem em nosso estudo quando analisamos as
alteragdes histologicas em pulmdes submetidos a preservagédo pulmonar: a

primeira € que o grau das alteragbes encontradas na histologia n&o
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apresenta correspondéncia linear ao resultado funcional; a segunda é a
presenca de lesdes pulmonares ocorridas no periodo pré-captacado, dentre
estas, a condigdo proé-inflamatéria ocorrida com a morte encefalica é
determinante de alteracbes importantes no doador e que refletem
diretamente sobre o tecido pulmonar®.

Apesar destas limitacbes o estudo histolégico pode, com uma boa
margem de seguranga, estudar a qualidade da preservagdo pulmonar,
principalmente se realizado de forma comparativa.

Conforme metodologia ja aplicada por nosso grupo anteriormente foi
realizada uma analise semi-quantitativa por patologista que classificava os
achados padronizados (Infiltrado septal, Infiltrado pleural, Infiltrado
peribronquiolar, Fibrose peribronquiolar etc.) em ausente, leve, moderado ou
intenso'®. Dessa analise foi calculado um escore que entéo foi utilizado para
comparar os grupos estudados. Em nosso estudo os escores de leséo
obtidos por cada grupo foi semelhante tanto apos o periodo de isquemia fria
quanto apés a reperfuséo.

A detecgao de células apoptdticas foi realizada feita com técnica de
imunohistoquimica TUNEL - in situ terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) mediated deoxyuridine triphosphate nick end-labeling. Outros autores
como Fischer et al. ja estudaram esta técnica em pulmbdes humanos
transplantados'®. Estes encontraram aumento significativo do numero de
células apoptéticas apos 2 horas de reperfusdo do enxerto. Um estudo com
contagem de células apoptdticas, usando um modelo de transplante
pulmonar em ratos, demonstrou uma correlagdo estatisticamente significativa

entre o percentual de células necréticas e a piora da fungcdo do enxerto,
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estimada pela PO, ap6s o implante. Em nossa pesquisa a contagem de
células apoptdticas encontrada foi equivalente nos dois modos de

preservacao estudados.

A presencga e magnitude do infiltrado inflamatério foi avaliada através de
imunohistoquimica com quantificagdo do infiltrado linfocitario. Cypel et al.
utilizaram metodologia semelhante também pesquisando células CD3+ em
trabalho comparando a preservacdo através de reperfusdo continua no
sistema ex vivo por 12h com preservacéo por isquemia fria'®. Os resultados
demonstraram que pulmdes preservados com reperfusdo apresentavam
menor infiltrado de linfécitos, denotando menor intensidade de processo
inflamatorio e por consequente melhor preservacdo. Em nosso trabalho a
imunohistoquimica foi utilizada para marcar células CD3+ em tecidos
parafinados, os resultados encontrados nos dois grupos foi semelhante tanto

no periodo pos-preservacao quanto pos-reperfuséao.

A microscopia eletrénica foi utilizada para a avaliacdo da ultra-estrutura
pulmonar, foram encontradas alteragbes caracteristicas da agresséo
pulmonar pela isquemia e reperfusdo como aparecimento de células
inflamatérias e sinais de apoptose celular, contudo a escassez dessas
alteracbes nao permitiu a avaliacdo quantitativa ou semi-quantitativa. Por
essa avaliagdo qualitativa da microscopia eletrébnica o examinador nao

identificou diferengas entre os grupos.
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6.5 LIMITAGOES
As principais limitacdes de nosso estudo s&o:

- O pequeno numero de casos: devido a dificuldade de
obtencao de doadores o numero de casos € reduzido;

- Agressédo pulmonar pré-captagdo: como se trata de estudo
comparativo esta variavel foi minimizada pelo pareamento de
cada paciente em lado ECMO-tépico e lado isquemia fria;

- A ndo realizag&o do transplante: Sabe-se que a agresséo da
reperfusdo quanto o orgao é efetivamente transplantado é
maior, muito por causa de alteragbes imunoldgicas do
receptor. Todavia, acreditamos a que a reperfusao ex vivo é
um bom substituto ao transplante experimental como modelo
de estudo.

- Baixo tempo de reperfusdo: sabe-se que em maiores tempos
de reperfusdo, acima de 60 minutos, acentuam-se as
alteracbes da isquemia-reperfusdo. Todavia, como ao final de
uma hora o sistema encontra-se estavel, podendo-se realizar
as avaliacdes funcionais; e para evitar que fatores inerentes
ao modelo ex vivo pudessem dificultar a analise, optamos por

curto periodo de reperfusao.
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6.6 CONCLUSOES
6.6.1 O Sistema Ex vivo

Mesmo n&o sendo o objetivo principal de nosso trabalho ficou claro
que o sistema ex vivo apresenta inequivoco potencial para uso clinico por
suas caracteristicas relacionadas a recuperacao de doadores atualmente nao
aceitos para transplante pulmonar. A reperfusdo no sistema permitiu
substancial melhora na capacidade de oxigenacdo desses pulmdes
estudados. Seis dos sete pulmbdes estudados apresentavam baixa
capacidade de oxigenacdo e apos a reperfusdo os seis apresentavam
melhora substancial atravessando a nota de corte de 300 mmHg de PO2. O
recondicionamento pulmonar parece ser a principal utilidade do sistema ex

vivo e deve ser mais explorada em estudos futuros.
6.6.2 Modelo pulmao dividido

O modelo de pulméao dividido aplicado no sistema ex vivo se mostrou
confiavel e util para estudo em pulmdes humanos, sobretudo por minimizar
grande heterogeneidade encontrada quando trabalha-se com pulmdes
humanos doados. Sua aplicagdo em estudos futuros pode ser de grande

contribuigao.
6.6.3 ECMO-tépico X Isquemia fria

A Isquemia fria apds perfusdo com solugcdo de preservacdo gelada
representa hoje a forma mais utilizada pelos grupos de transplante pulmonar
devido a facilidade de execugao e resultado satisfatério. O ECMO-Tbpico,

técnica mais complexa e dispendiosa, ndo se mostrou superior a isquemia
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fria para preservagao pulmonar por 8 horas em todos os parametros

avaliados em nosso estudo.
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