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Resumo

MEDEIROS IL. Comparacéo entre as solugdes de preservacao Perfadex e
LPD-G nacional com um modelo de perfusdo pulmonar ex vivo [Tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&ao Paulo; 2011. 86 p.

INTRODUCAO: As técnicas de preservacdo pulmonar visam a melhorar a
qualidade do enxerto e aumentar sua tolerancia ao periodo de isquemia fria. A
técnica mais usada atualmente consiste na perfusdo da artéria pulmonar com
Perfadex. O alto custo associado a importacdo dessa solucéo e as dificuldades
logisticas dos portos e aeroportos brasileiros com relagdo a materiais médico-
hospitalares tém causado problemas para os centros de transplante pulmonar
brasileiros. Dai a necessidade de uma solugdo de preservacdo pulmonar
produzida no Brasil. O objetivo desse estudo é comparar a solugdo Perfadex
com a solugao de fabricagdo nacional LPD-G, quanto ao grau de lesao de
isquemia-reperfusdo, em um modelo de perfusdo pulmonar ex vivo (PPEV).
METODOS: Foram usados doadores em morte cerebral, cujos pulmdes foram
recusados. Cada caso era incluido aleatoriamente em um dos grupos: Grupo
1, a preservacdo pulmonar era realizada com Perfadex, e Grupo 2, era usado
0 LPD-G, solucao fabricada no Brasil com composicéo idéntica a do Perfadex.
Apds a captacdo, os pulmdes eram armazenados a 4 °C por 10 horas. A
reperfusdo ocorria em um sistema de PPEV, no qual o bloco pulmonar era
ventilado e perfundido por uma solugéo acelular a 37 °C por 60 minutos. A
lesdo de isquemia-reperfusdo era medida através de parametros funcionais
(gasometria, resisténcia vascular pulmonar, complacéncia pulmonar, relagao
peso Umido/peso seco) e histoldgicos. Foram feitas bidpsias pulmonares em 3
tempos: antes da captacdo, ap0s o periodo de isquemia fria e depois da
reperfusdo. Varios critérios foram usados (edema alveolar, edema intersticial,
hemorragia etc.) para criar um Escore de Lesdo Pulmonar (ELP). A contagem
de células apoptoticas foi feita usando a metodologia TUNEL (TdT-mediated
dUTP nick end labeling). RESULTADOS: Apoés a reperfusao, a capacidade de
oxigenacdo média foi de 405,3 mmHg no Grupo 1 e 406,0 mmHg no Grupo 2
(p = 0,98). A mediana da resisténcia vascular pulmonar nos pulmdes do Grupo
1 foi de 697,6 dina.s.cm™, enquanto no Grupo 2, esse valor foi de 378,3
dina.s.cm™ (p = 0,035). A complacéncia pulmonar média ao final da reperfuséo
foi de 46,8 cmH,0 no Grupo 1 e de 49,3 ml/cmH,O no Grupo 2 (p = 0,816). A
razao entre o peso umido e o peso seco foi em média 2,06 e 2,02 nos Grupos
1 e 2, respectivamente (p = 0,87). Na bidpsia realizada apos reperfuséo, o ELP
médio foi de 4,37 e 4,37 nos Grupos 1 e 2, respectivamente (p = 1,0); a
contagem de células apoptéticas foi de 118,75/mm? e 137,50/mm? nos Grupos
1 e 2, respectivamente (p = 0,71). CONCLUSOES: A qualidade da
preservacao pulmonar obtida com a solugdo LPD-G nacional é semelhante a
obtida com o Perfadex. A aplicacdo clinica da nova solucdo pode reduzir
custos, facilitando a manutencdo e a abertura de centros de transplante
pulmonar.

Descritores: Transplante de Pulm&o, Solucbes para Preservagdo de Orgaos,
Traumatismo por Reperfuséo, Lesao Pulmonar Aguda



Summary

MEDEIROS IL. Comparison between lung preservation solutions Perfadex
and LPD-G with a ex vivo lung perfusion model [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2011. 86 p.

INTRODUCTION: Pulmonary preservation techniques aim at improving graft
guality and increasing tolerance during reperfusion and cold ischemia times.
Currently, the most used technique consists of pulmonary artery anterograde
perfusion with Perfadex. The high cost associated with the importation of this
solution and the logistical difficulties of our ports and airports regarding
medical supplies have caused problems for lung transplant centers in Brazil.
Therefore there is need for a preservation solution manufactured in Brazil.
The aim of this study is to compare the pulmonary preservation solutions
Perfadex and LPD-G manufactured in Brazil in an ex vivo lung perfusion
(EVLP) model. METHODS: Donors with brain death, whose lungs had been
declined by transplantation teams were used. Cases were randomized into
two groups: in Group 1, Perfadex was used for pulmonary preservation. In
Group 2, LPDnac, a solution manufactured in Brazil and whose compositon
is identical to Perfadex, was used. After harvesting, lungs were stored at 4
°C for 10 hours. An EVLP system was used and the pulmonary block was
ventilated and perfused by an acellular solution at 37 °C for 60 minutes.
Ischemic-reperfusion injury was measured by functional (blood gas,
pulmonary vascular resistance, lung compliance, wet/dry weight ratio) and
histological parameters. Pulmonary biopsies were performed at three time
points: before harvesting, 10 hours after cold ischemia and 60 minutes after
reperfusion. Samples were prepared for light microscopy analysis. Several
criteria were used (alveolar edema, interstitial edema, hemorrhage etc.) to
create a lung injury score (LIS). Apoptotic cell count was carried out using the
TUNEL methodology (TdT-mediated dUTP nick end labeling). RESULTS:
After reperfusion, mean oxygenation capacity was 406.0 mmHg in Group 2
and 405.3 mmHg in Group 1 (p = 0.98). Mean pulmonary vascular resistance
in Group 2 lungs was 378.3 dina.s.cm™, whereas in Group 1 it was 697.6
dina.s.cm® (p = 0.035). Mean pulmonary compliance by the end of
reperfusion was 49.3 ml/cmH,O in Group 2 and 46.8 cmH,O in Group 1 (p =
0.816). Mean wet/dry weight ratio was 2.02 and 2.06 in Groups 2 and 1,
respectively (p = 0.87). Mean LIS for the biopsy performed after reperfusion
was 4.37 and 4.37 in Groups 2 and 1, respectively (p= 1.0); apoptotic cell
count was 137.50/mm? and 118.75/mm? in Groups 2 and 1, respectively (p =
0.71). CONCLUSION: The preservation solution manufactured in Brazil
proved to be as good as Perfadex. The clinical application for the new
solution may reduce costs, favoring the maintenance and opening of
pulmonary transplantation centers.

Descriptors: Lung Transplantation, Organ Preservation Solutions,
Reperfusion Injury, Acute Lung Injury



1 INTRODUCAO



O transplante de orgdos solidos foi um dos maiores avancos da
medicina nos ultimos 100 anos. Partindo de estudos experimentais em
modelos animais no inicio do século XX, o transplante tornou-se uma terapia
de rotina em muitas instituicbes nos dias de hoje, na medida em que se
mostrou um tratamento eficaz para diversas doengas em estagio terminal. O
enorme progresso alcancado nessa area resultou da confluéncia de uma
série de fatores: aceitacdo cultural; mudangas na legislacéo reguladora para
facilitar a doacdo, procura e captacdo de O6rgdos; aprimoramento das
técnicas cirurgicas e anestésicas; ampliacdo dos conhecimentos nas areas
de preservacdo de o6rgdos e tecidos, imunologia, imunossupressao e
microbiologia.

As bases das modernas técnicas cirargicas empregadas nos
transplantes foram introduzidas no inicio do século passado pelo cirurgiao
francés Alexis Carrel, que aperfeicoou os métodos de sutura e anastomose
vascular, realizando varios autotransplantes e alotransplantes em cées,
trabalho que lhe rendeu o Prémio Nobel de 1912*. Os primeiros transplantes
bem-sucedidos realizados em humanos ocorreram nas décadas de 1950
(rim) e 1960 (coracao e figado)®.

O interesse pelo transplante isolado de pulmdo comecgou na década de
1940, quando o russo Vladimir Demikhov realizou os primeiros transplantes
pulmonares em animais®®. Em 1950, o francés Henri Metras publicou sua

experiéncia com o alotransplante pulmonar unilateral em cées. Algumas



técnicas desenvolvidas por Metras sao utilizadas até os dias atuais, como o
implante das veias pulmonares juntas em um cuff atrial, suturado
diretamente no atrio do receptor’. Em junho de 1963, apés uma extensa
experiéncia em animais, a equipe do Dr. James Hardy, da Universidade do
Mississipi, realizou o primeiro transplante pulmonar unilateral em humano. O
receptor, um homem de 58 anos portador de grave enfisema e carcinoma de
pulm&o, evoluiu com melhora significativa da fungcdo pulmonar, mas morreu
ap6s 18 dias por insuficiéncia renal’>. Apesar da curta sobrevida, o
procedimento mostrou a viabilidade técnica do transplante pulmonar e a
capacidade funcional do enxerto apos o implante. Apesar do entusiasmo
inicial, apenas 40 tentativas de transplante pulmonar foram feitas nas duas
décadas que se seguiram, todas com resultados ruins e sobrevidas que néo
passavam de algumas semanas. A maioria dos Obitos ocorria nas primeiras
duas semanas e resultava de insuficiéncia respiratoria por infeccdo ou
rejeicdo aguda. Os poucos pacientes que sobreviviam além desse periodo,
morriam em decorréncia de complicacbes associadas a anastomose
brénquica.

O inicio da década de 1980 foi marcado por um dos maiores avangos
na medicina do transplante: o surgimento do imunossupressor ciclosporina®.
Nesse mesmo periodo, 0 grupo de transplante pulmonar de Toronto,
liderado pelo Dr. Joel Cooper, iniciou uma série de trabalhos experimentais,
gue comprovaram que O uso de corticbides como imunossupressor
contribuia para a elevada incidéncia de complicacbes de anastomose

brébnquica, como estenose e deiscéncia; a substituicdo dos corticoides pela



ciclosporina, bem como a protecdo da anastomose com omento, melhorava
a cicatrizacdo do brénquio, evitando essas complica¢cdes*>. Em novembro
de 1983, o grupo de Toronto realizou o primeiro transplante pulmonar
unilateral da chamada “era da ciclosporina”. O receptor era um homem de 53
anos com fibrose pulmonar idiopatica que viveu por mais 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®.

No Brasil, os primeiros transplantes de pulméo foram feitos na Santa
Casa de Porto Alegre, em maio de 1989, e no Hospital Sdo Paulo da Escola
Paulista de Medicina, em julho de 1990.

Segundo dados da International Society of Heart and Lung
Transplantation (ISHLT), mais de 25000 transplantes de pulméo ja foram
realizados desde 1990, em 153 centros cadastrados em todo 0 mundo®. No
Brasil, de acordo com a Associacdo Brasileira de Transplantes de Org&os
(ABTO), mais de 400 transplantes pulmonares ja foram feitos desde o ano
2000, sendo 60 procedimentos em 2010, a maioria deles ocorrendo nos
centros da Santa Casa de Porto Alegre e do Instituto do Coracéo (InCor) de
Séo Paulo®.

A faléncia aguda do enxerto apds o transplante pulmonar permanece
como uma significante causa de morbidade e mortalidade precoces™.
Apesar dos avancos ocorridos no campo da preservacdo pulmonar, a
chamada Disfuncdo Priméria do Enxerto (DPE) ainda acontece em 11% a

25% dos receptores, sendo responsavel por 30% dos Obitos nos primeiros



30 dias p6s-transplante*3. Essa sindrome ocorre tipicamente nas primeiras
72 horas apés o implante, e se caracteriza por hipoxemia, infiltrado pulmonar
na radiografia de torax, reducdo da complacéncia, aumento da resisténcia
vascular pulmonar e dano alveolar difuso na analise histolégica. A DPE é o
resultado de uma série de eventos que se iniciam antes mesmo da morte
cerebral (ventilagdo mecéanica prolongada, broncoaspiracdo, pneumonia,
trauma, multiplas hemotransfusées, instabilidade hemodindmica) e vao até a
reperfusdo do enxerto™>.

A lesao de isquemia-reperfusdo (LIR) é considerada a principal causa
de DPE'. O periodo de isquemia fria esta associado a uma série de eventos
deletérios: formagéo de radicais livres de oxigénio, inativagdo da bomba de
sodio e potassio (Na'/K*-ATPase), sobrecarga intracelular de calcio, morte
celular (apoptose/necrose)®. A LIR envolve a ativacdo de moléculas de
adesdo de superficie celular (selectinas, integrinas) e a 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 ativacdo plaquetéria. A LIR ocorre em um padrao
bifasico: a fase precoce (24 horas) é mediada pelos macrofagos do doador,
ativados durante o periodo de isquemia fria; as citocinas liberadas pelos
mesmos estimulam a ativacdo e o recrutamento dos neutréfilos e linfocitos
do receptor, que amplificam e perpetuam a injuria pulmonar na fase tardia da
reperfusdo™*?.

O objetivo da preservacédo pulmonar é reduzir a incidéncia da LIR e, em

consequéncia, prevenir a DPE. Nas duas ultimas décadas, muitos estudos



experimentais foram conduzidos com o objetivo de otimizar as técnicas de
preservacao pulmonar e reduzir o impacto da LIR na fungdo pulmonar pos-
transplante.

Devido a sua simplicidade técnica, o método de preservacao pulmonar
adotado pela maior parte dos centros em todo o mundo é a perfusdo da
artéria pulmonar com 50 a 60 ml/kg da solugédo de preservacédo a 4 °C. Os
pulmdes sé&o insuflados com uma presséo de 15 a 20 cmH»O e uma fragéo
inspirada de oxigénio (FiO2) menor que 50%, sendo armazenados em uma
temperatura de 4 °C'®. A perfusdo anterégrada da artéria pulmonar tem por
objetivo resfriar uniformemente o tecido e remover o sangue do leito vascular
pulmonar. A perfusdo previne trombose vascular e garante o resfriamento
homogéneo de todo o pulméo, reduzindo a lesédo celular causada por
macréfagos e neutrofilos retidos.

Durante muitos anos, as solugdes do tipo intracelular (alta
concentracdo de K’ e baixa concentracdo de Na*) foram usadas por
praticamente todos os servigos de transplante pulmonar do mundo. As suas
principais representantes eram a solucdo Euro-Collins, desenvolvida
originalmente para a preservacao de rins, e a solugcdo da Universidade de
Wisconsin, desenvolvida para o transplante hepatico'>. Com o passar do
tempo, a alta concentracdo de K' dessas solugdes mostrou-se
extremamente deletéria para o endotélio dos vasos pulmonares, e Varios
estudos experimentais comprovaram a superioridade das solugdes do tipo
extracelular (baixa concentracdo de K* e alta concentracdo de Na‘) para a

preservagao pulmonar. A solugédo Low-Potassium Dextran Glucose (LPD-G)



€ a Unica desenvolvida especificamente para a preservagdo dos pulmdes. O
uso da LPD-G aumentou a tolerancia dos pulmdes, estendendo com
seguranca o tempo de isquemia para 6 a 8 horas; alguns centros tém
realizado transplantes com tempo de isquemia de 10 a 12 horas. Dessa
forma, a LPD-G, comercializada com o nome Perfadex® (Vitrolife;
Gotenburgo, Suécia), tornou-se a solugdo de preservacdo de escolha no
transplante pulmonar, sendo a mais usada em todo o mundo®®.

O uso de Perfadex® é rotineiro no grupo de transplante pulmonar do
InCor, onde também foram evidenciadas as vantagens desse perfusato®’.
Contudo, o seu preco elevado e as dificuldades logisticas ocasionadas pelas
vicissitudes burocraticas do sistema aduaneiro dos portos e aeroportos
brasileiros com relacdo a materiais médico-hospitalares de alto custo tém
levado o grupo a frequentes dificuldades com o prosseguimento do
Programa de Transplante Pulmonar. Este ja precisou ser suspenso
temporariamente devido a problemas burocraticos relacionados a
importacdo desses materiais. Esses mesmos entraves também podem
dificultar a abertura de novos centros nas regides Norte e Nordeste do Brasil.
Desta forma, a necessidade de uma solucéo de preservacédo produzida no
Brasil fica premente, no intuito de reduzir custos e solucionar os citados
problemas, permitindo a manutencéo dos servigos de transplante pulmonar

gue ja existem, bem como facilitando a abertura de novos centros.



2 OBJETIVOS



O objetivo deste estudo foi comparar duas solu¢des de preservagao
pulmonar, analisando os efeitos da lesdo de isquemia-reperfusdo em um

modelo de avaliagdo pulmonar ex vivo.
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3.1 Historico da preservacao pulmonar

A remoc¢do de um 6rgdo do corpo humano cria uma injaria isquémica
cuja sequela pode resultar em disfungéo temporéria ou permanente do érgao
apos o implante. Essa disfuncdo pode ser tolerada no transplante renal,
devido a existéncia de alternativas como a dialise, mas pode ser desastrosa
no transplante pulmonar. O papel da preservacado pulmonar é o de minimizar
os efeitos da isquemia, mantendo a integridade funcional e morfologica do
pulmao, resultando em uma fun¢éo pulmonar otimizada apos o implante.

Estudos preliminares em céaes revelaram que o grau de lesao pulmonar
era dependente da duracdo da isquemia. Os pulmbes toleravam mal
perfodos superiores a 90 minutos de isquemia normotérmica’. Alican et al.”
apud Kelly** confirmaram isso em um modelo canino de autotransplante
pulmonar bilateral, no qual os pulmdes submetidos a mais de uma hora de
isquemia “quente” evoluiam com disfuncdo severa. Em virtude dessas
evidéncias experimentais, 0s primeiros transplantes pulmonares em
humanos foram realizados com o minimo de tempo de isquemia, ou seja, 0
doador era transportado até o hospital onde ia ser realizado o transplante, e

os dois procedimentos eram feitos simultaneamente em salas vizinhas, de

" Alican F, Cayirli M, Isin E, Hardy JD. One stage reimplantation of both lungs in the dog.
JAMA. 1971; 215: 1301-6.
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modo que o pulmdo pudesse ser implantado minutos apés a remoc&o™®.
Assim aconteceu na Universidade de Toronto, em 1983, quando foi realizado
o primeiro transplante pulmonar unilateral bem-sucedido®.

Essa metodologia, entretanto, estava associada a uma série de
problemas: a transferéncia do doador para outro centro podia complicar o
processo de doagdo, uma vez que a familia muitas vezes aceitava a retirada
dos 6rgdos, mas nao o transporte do corpo; além disso, havia muitas
dificuldades logisticas com esse transporte, incluindo o maior risco de
deterioragdo do quadro do doador, comprometendo a captacdo dos outros
orgaos, como figado e rins. Na década de 1980, o transplante pulmonar
tornou-se uma terapia efetiva para pacientes com pneumopatias em estagio
avancado. A escassez de doadores, entretanto, limitou o numero de
transplantes. Isso estimulou o desenvolvimento de técnicas de preservacao
gue pudessem aumentar a tolerancia dos pulmdes a periodos mais longos
de isquemia, de modo que pudessem ser utilizados pulmdes de doadores de
outros centros mais distantes.

A hipotermia, usada para diminuir o metabolismo celular, é a base da
maioria dos métodos de preservacao pulmonar.

O resfriamento topico ou a simples imerséo hipotérmica do pulmao
foi 0 método de preservacdo usado pelo grupo de Toronto nos seus
primeiros casos de transplante pulmonar®, o que possibilitou tempos de
isquemia de até 5 horas. Essa escolha estava baseada em estudos

experimentais da década de 1960, que mostravam que o resfriamento dos
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pulmdes isquémicos resultava em melhor fungdo pulmonar apos o
transplante®®.

A autoperfusdo normotérmica do bloco coracao-pulméo foi descrita
primeiramente por Martin e Starling, no inicio do século XX, para estudos de
fisiologia; na década de 1960, a técnica foi adaptada por Robicsek para ser
usada como um método de preservacéo no transplante cardiaco®™. O grupo
de Pittsburgh adquiriu a maior experiéncia clinica com a autoperfusdo
normotérmica em seu programa de transplante cardio-pulmonar, obtendo
bons resultados com periodos de isquemia de 4 a 6 horas®. Eles
desenvolveram, no inicio da década de 1980, um contéiner estéril para
transporte do bloco coragdo-pulmdo. Os pulmbdes eram manualmente
ventilados através de céanula colocada na traquéia. Canulas na veia cava
superior e na aorta serviam para entrada e saida de sangue do doador,
armazenado em um saco coletor, bombeado pelo proprio coracdo. A
esperanca que o método pudesse estender os tempos de isquemia ndo se
concretizou, pois periodos prolongados de autoperfusdo causavam
hipertensdo pulmonar e faléncia do enxerto’®. Por ndo ter vantagens em
relacdo a outras técnicas de preservacao, e devido a sua complexidade e as
dificuldades logisticas de sua aplica¢do, o método foi abandonado.

O resfriamento do doador em circulacdo extracorpérea (CEC) foi
um método de preservacdo usado por alguns grupos, destacando-se o grupo
de transplante cardio-pulmonar do Harefield Hospital (Inglaterra), que
descreveram varios casos de preservacdo pulmonar satisfatéria com até 4

horas de isquemia®'. Consistia em colocar o doador em CEC (uma canula na
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aorta ascendente e outra canula no atrio direito) e resfrid-lo até 10 °C. O
problema do método era a sua complexidade, que incluia a necessidade de
um dispositivo de CEC e perfusionista treinado. Além disso, o resfriamento
dos pulmdes era lento, jA que durante a CEC, o fluxo sangliineo dos
pulmdes sé ocorria atraves das artérias bronquicas.

A perfusdo anterograda da artéria pulmonar (single flush
perfusion) é o método mais usado atualmente em todo o mundo. Consiste
na infusdo de aproximadamente 60 ml/kg de uma solugéo de preservagao a
4 °C através de uma canula introduzida no tronco da artéria pulmonar. Esta

técnica foi descrita pela primeira vez por White et al.” em 1966 apud Egan'®.

22 23
l. l.

Collins et al.** e Sack et al.”> mostraram que o método de preservacao
baseado na perfusdo do 6érgéo (single-flush) era capaz de proteger rins da
injuria de isquemia por até 72 horas. A possibilidade de que esse método
funcionasse para preservacdo pulmonar foi confirmada nos trabalhos de
Grosjean et al.” e Kondo et al.” apud Hakim?*. Apoiados por essas
evidéncias, e por seus proprios trabalhos experimentais em primatas, o
grupo de Stanford usou a perfusédo da artéria pulmonar com a solugéo Euro-

Collins no seu pioneiro Programa de Transplante Coracao-Pulméao, no inicio

da década de 1980, obtendo excelentes resultados?.

" White JJ, Tanser PH, Anthonisen NR, et al. Human lung homotransplantation. Can Med
Assoc J. 1966; 94: 1199-12009.

" Grosjean O, Noirclerc M, Duvinage JF, et al. Pulmonary transplantation with immediate
return of function after twenty-four hours of preservation. Acta Chir Belg. 1972; 71: 321-33.

" Kondo Y, Turner MD, Cockrell JV, Hardy JD. Ischemic tolerance of the canine
allotransplanted lung. Surgery. 1974; 76: 447-53.
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A vantagem da técnica é a sua simplicidade e facilidade de execucéao,
permitindo um resfriamento rapido, eficiente e uniforme dos pulmdes. Locke
et al. compararam a técnica de resfriamento topico com a perfuséo da artéria
pulmonar com Euro-Collins em um modelo de alotransplante pulmonar
unilateral em caes, ap6s 6 horas de isquemia. Concluiram que a perfuséo
com Euro-Collins produz um resfriamento mais rapido e eficiente, resultando
em excelente desempenho pulmonar (melhor capacidade de oxigenacéo,
menos edema)?®.

Muitas solugfes de preservagdo tém sido testadas nos ultimos 30 anos
como veremos no préximo capitulo. Entretanto, independente do tipo de
perfusato, a maioria dos centros administra prostaglandina E1 (PGE1)
juntamente com a solucdo. Como é um potente vasodilatador, esta droga
reverte a vasoconstricdo causada pela hipotermia e pela elevada
concentracdo de potassio de algumas solugbes, possibilitando uma
distribuicdo mais uniforme do perfusato nos pulmdes. Mesmo com 0O uso
mais difundido das solu¢cdes do tipo extracelular, com uma menor
concentragdo de potassio, a PGEL continua a ser usada como um aditivo a
solucdo de preservacdo. Isso porque varios estudos experimentais
mostraram que o seu beneficio ndo resulta apenas do efeito vasodilatador,
mas de suas propriedades anti-inflamatorias. Ao atuar na elevagdo dos
niveis de cAMP (cyclic adenosine 3’,5’-monophosphate), a PGEL é capaz de
reduzir a migracdo e ativagcdo de neutrofilos, bem como a agregacao

plaquetéria, preservando a integridade da barreira endotelial.
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3.2 Solucgdes de preservacéo pulmonar

As solugbes de preservacdo sdo elaboradas para reduzir a injaria de
isquemia através de alguns mecanismos: reduzir o edema intracelular e
extracelular; prevenir a acidose intracelular; minimizar o estresse oxidativo
(radicais livres de oxigénio); restaurar o metabolismo intracelular (compostos
de fosfato de alta energia); evitar o acumulo intracelular de calcio. Coléides,
hidroxietilamido e dextran s&o usados para prevenir a passagem do
perfusato para o0 espacgo intersticial. Substancias impermeaveis como
rafinose, manitol, lactobionato e gluconato sdo usadas para evitar o edema
intracelular, ja que entram no espaco intersticial, mas néo atravessam a
membrana celular. Tampdes como fosfato, histidina e bicarbonato sé&o
usados para reverter a acidose causada pela glicélise anaerdbica durante a
isquemia. Alopurinol e glutationa sdo os anti-oxidantes mais usados.
Adenosina, ribose e fosfatos inorganicos servem como substratos para a
sintese de adenosina trifosfato (ATP) que ocorre apés a reperfusao.

Os primeiros estudos sobre preservagdao pulmonar mostravam uma
funcdo pulmonar insatisfatéria quando o perfusato utilizado tinha uma
composicdo extracelular (cristaldides), como a solucdo salina fisiolégica ou
Ringer lactato'®?"?®, Na década de 1980, a maioria dos centros passou a
usar solugbes do tipo intracelular (1 K*, | Na¥), principalmente a solucdo
Euro-Collins (EC). Esta foi desenvolvida originalmente para preservacao
renal, com base no principio de que durante o periodo de isquemia ha perda

da funcdo da Na'/K*-ATPase ao nivel celular. Por ter a mesma composi¢ao
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eletrolitica da célula, ela reduz o gradiente i6nico transmembrana,
minimizando o influxo de sédio e a saida de potassio, prevenindo o edema
celular. A EC mostrou-se capaz de preservar a fungdo pulmonar com até 6
horas de isquemia fria®®. A solucdo Universidade de Wisconsin (UW),
também do tipo intracelular, foi criada na década de 1980 para o transplante
hepético. Alguns estudos em modelos animais demonstraram que a UW era

superior a EC na preservacdo pulmonar®®3!

, possivelmente devido a
presenca de aditivos como lactobionato, glutationa e rafinose. Apesar
dessas supostas vantagens, a UW nao foi capaz de prolongar
significativamente o tempo de isquemia na prética clinica. A dificuldade em
obter melhores resultados com as solugdes intracelulares pode ser explicada
pela sua alta concentracdo de potassio. Sabe-se que a hipercalemia
despolariza as membranas celulares da musculatura lisa, aumentando o

tdnus vascular®®®,

Dessa forma, a grande quantidade de potassio nas
solugbes EC e UW provoca vasoconstricdo na circulagdo pulmonar. Isso
resulta em uma ma distribuicdo do perfusato nos pulmdes, uma preservacao
insatisfatoria e, consequentemente, uma funcdo pulmonar ruim apés o
transplante. Estudos experimentais envolvendo cultura celular mostraram
gue a alta concentracdo de potassio afeta diretamente a funcdo da célula
endotelial e causa lesdo ao pneumdcito tipo 113432,

A idéia de usar uma solugdo extracelular (|K*, 1Na") modificada para
preservacao pulmonar foi desenvolvida no Japdo em meados da década de

1980. Fujimura et al. demonstraram, em um modelo de transplante pulmonar

unilateral em caes, que uma solugdo extracelular modificada (contendo
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dextran, para aumentar a pressao oncotica do perfusato, e fosfato - HPO, ™ —
como tampdo) era superior a solugdo EC para preservacdo pulmonar
prolongada (48 horas)®. Posteriormente, Keshavjee et al. mostraram que o
uso da solugéo low-potassium-dextran (LPD) resultava em uma melhor
funcdo pulmonar do que a solucdo EC apds 12 horas de isquemia fria em
um modelo de transplante pulmonar unilateral em cdes®’. Em estudo usando
cultura de pneumdcitos tipo Il de ratos, expostos a EC ou LPD, Maccherini et
al. concluiram que a solu¢do LPD é menos citotdxica do que EC, além de
possibilitar niveis mais altos de atividade metabdlica nas células epiteliais
alveolares®.

Em outro estudo com transplante pulmonar em céaes, Keshavjee et al.
analisaram separadamente o papel da baixa concentragdo de potassio (low-
potassium) e do dextran, e demonstraram que ambos contribuem
significativamente para a boa performance do LPD na preservacéo
pulmonar®. A baixa concentracdo de potassio &€ menos prejudicial a
integridade estrutural e funcional das células endoteliais. Dextran 40 € uma
macromolécula com um peso molecular de 40 000 D, exercendo uma
pressao oncoética de 24 mmHg quando diluida em uma concentracdo de 5%.
Além disso, o dextran melhora a capacidade de deformacgédo das hemacias,
prevenindo a agregacao eritrocitaria, e forma um “revestimento” sobre a
superficie das células endoteliais e plaquetas, exercendo, assim, um efeito

antitrombdético, contribuindo para a preservacdo da microcirculacao

pulmonar®,
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No inicio dos anos 1990, Date et al. observaram que a glicose
adicionada a solugdo LPD funcionava como um substrato para a
manutencdo do metabolismo aerébico que ocorria nos pulmdes insuflados®®.
Com o uso da solucdo denominada LPD-Glicose, foi possivel estender o
periodo de isquemia, obtendo boa fungdo pulmonar ap6s 24 horas de
isquemia em um modelo de transplante em cades. A nova solugao foi
aprovada para uso clinico e passou a ser comercializada com o nome
Perfadex®.

Steen et al. obtiveram excelente funcdo pulmonar apos preservagao
com Perfadex® em um modelo de transplante pulmonar unilateral em porcos
e 24 horas de isquemia fria*®. Binns et al. também obtiveram uma funcao
pulmonar superior com preservacédo pulmonar com LPD-Glicose comparada
com EC, em pulmdes de coelhos submetidos a 18 horas de isquemia fria e
avaliados em um modelo de reperfusdo ex vivo*:. Mostraram também que a
adicdo de sangue a solucdo LPD-Glicose ndo acrescentava nenhuma
vantagem. Estudos experimentais comparando LPD-Glicose com solucfes
intracelulares (EC, UW), incluindo andlise ultraestrutural e microscopia
eletrdnica, mostraram que aquela é capaz de reduzir a producéo de radicais
livres de oxigénio pelas células endoteliais*, limitar a perda de funcéo e
metabolismo do surfactante alveolar*® e conservar melhor a integridade
estrutural do pulmao**. Uma melhor preservacdo estrutural nem sempre se
traduziu em melhor funcdo pulmonar apos curtos periodos de isquemia;

entretanto, apds periodos mais longos (> 8 horas), pulmdes preservados



20

com LPD-Glicose sempre mostraram uma melhor funcdo do que aqueles
preservados com solucées do tipo intracelular®®*’.

Celsior, uma solugéo extracelular desenvolvida especificamente para o
transplante cardiaco, obteve resultados satisfatérios para preservacéo

48-51

pulmonar em estudos experimentais Alguns mostraram inclusive

D*9°2%3: isso pode ser

resultados superiores do Celsior em relacdo ao LP
explicado pela presenca de glutationa, histidina e lactobionato na solugéo
Celsior, antioxidantes que reduzem a injaria causada por radicais livres de
oxigénio. No entanto, a maioria dos estudos mostrou que as duas solucdes
tem desempenho semelhante, mostrando melhores resultados para o LPD
com tempos de isquemia mais longos (> 12 horas)*®>*°>.
De acordo com uma pesquisa mundial publicada em 1998, a solucéo
de preservacao pulmonar mais usada na pratica clinica era a EC, em 77%
dos centros, seguida pela UW, em 15%°. Com os excelentes resultados
obtidos nos estudos experimentais, o Perfadex® passou a ser a solugéo de
preservacao pulmonar adotada pela maior parte dos centros.
Estudos clinicos (retrospectivos) de sete centros foram publicados na
Gltima década comparando os efeitos da solugdo atualmente utilizada
Perfadex®, com um controle histérico de pulmdes preservados com EC>" 3,

Em cinco estudos®’ %6163

, 0S autores concluiram que a preservagao
pulmonar obtida com o Perfadex® era superior, uma vez que nesse grupo
houve melhores indices de oxigenacdo no pds-operatério imediato, menor

incidéncia de disfuncdo primaria do enxerto, menor tempo de ventilacao

mecéanica e UTI, além de uma tendéncia a uma menor mortalidade em 30
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dias. Nos outros dois estudos®’®?

, 0S resultados obtidos foram semelhantes
nos grupos Perfadex® e EC. Em outro estudo clinico, Thabut et al.
demonstraram que, apdés ajuste do tempo de isquemia por analise
multivariada, o uso de solu¢des do tipo extracelular estava associado a
reducdo da incidéncia de DPE quando comparado ao uso de soluc¢des do
tipo intracelular (ndo houve efeito na mortalidade em 30 dias)®.

Em conclusédo, ha evidéncias clinicas e experimentais que sugerem
que LPD-Glicose € a solugdo de preservagdo de escolha para o transplante
pulmonar, razdo pela qual ela é adotada pela maioria dos centros em todo o
mundo, incluindo os centros brasileiros.

Recentemente, o Grupo de Transplante Pulmonar do InCor iniciou uma
série de estudos com o objetivo de avaliar a solucdo LPD-G Nacional
(Farmoterapica, Sdo Paulo), uma solucdo de preservacdo pulmonar de
composicéo quimica semelhante ao Perfadex®. O primeiro estudo publicado
avaliou o desempenho da nova solugcdo em um modelo experimental de
isquemia-reperfusdo com pulmdes de ratos®. Pulmées preservados com
LPD-G Nacional tiveram uma capacidade de oxigenacdo semelhante ao
Perfadex®. Porém, na anélise de parametros de mecanica ventilatéria e
formagcdo de edema, o desempenho da solugcdo nacional foi inferior ao
Perfadex®; essa diferenca foi maior no grupo com 6 horas de isquemia fria,

sendo menos evidente apés 12 horas de isquemia.
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3.3 Modelos experimentais para estudo da preservacéao

pulmonar

3.3.1 Modelos animais

A pesquisa experimental no campo da preservagcdo pulmonar sempre
foi baseada em modelos animais. As espécies utilizadas e a estrutura dos
modelos variam amplamente; a auséncia de um modelo padronizado
dificulta a comparacao entre diferentes publicacdes.

Experimentos envolvendo animais de médio e grande porte sédo caros e
consomem muito tempo. Caes foram usados durante muito tempo nhas
pesquisas sobre varios aspectos do transplante pulmonar. A pressédo da
opinido publica, particularmente das entidades de prote¢do aos animais, fez
com gque os modelos caninos fossem aos poucos sendo substituidos por
outros, sendo o modelo suino o mais usado atualmente. Em teoria, o
transplante pulmonar bilateral seria o0 modelo ideal para estudo da
preservacdo pulmonar, porém a mortalidade operatéria € muito alta. A
necessidade de circulacdo extracorpérea e a dificuldade técnica do
procedimento comparado a outros métodos tornavam o transplante bilateral
inadequado para uso rotineiro nas pesquisas experimentais. A maioria dos
estudos de preservacéo pulmonar em grandes animais envolve o transplante
unilateral. Entretanto, o transplante, isoladamente, ndo €& um método
aceitavel, uma vez que permanece o pulmao normal contralateral. Este pode

fazer com que a avaliagédo funcional e hemodinamica seja normal, mesmo
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que o pulmdo transplantado tenha tido uma preservagao insatisfatoria. Por
essa razao, € necessario realizar uma pneumonectomia ou ligadura da
artéria pulmonar contralateral, fazendo com que o animal fique dependente
da funcéo do pulmdo transplantado. O problema é que estes procedimentos
estdo associados a sobrecarga cardiaca, instabilidade hemodinamica e alta
mortalidade. Técnicas como o0 uso de cuffs colocados ao redor da artéria
pulmonar e insuflados através de reservatérios implantados no subcutaneo
permitem a oclusdo temporéaria da artéria e a avaliacdo isolada do pulméao
transplantado, com uma maior sobrevida dos animais®°.

Experimentos com pequenos animais tém a vantagem de um menor
custo, além de possibilitarem a realizacdo de um grande numero de casos
em um intervalo menor de tempo. Por essa razdo, esses modelos séo
usados para triagem de diferentes métodos de preservagdo pulmonar
(técnicas, solucdes, aditivos etc.), antes que possam ser aplicados em
modelos mais complexos com animais de maior porte.

Modelos de transplante pulmonar in vivo em ratos sdo bem descritos
na literatura. Medidas de débito cardiaco e resisténcia vascular pulmonar
sdo dificeis nesse modelo; além disso, a variabilidade de técnicas de
anastomose dificulta a reprodutibilidade do modelo em diferentes centros. A
mortalidade € elevada exceto em centros onde a técnica é executada com
muita frequéncia. Por esta razdo, o modelo de perfusao pulmonar isolada em
ratos ou coelhos ganhou popularidade nos centros que pesquisam
preservacao pulmonar. Atraves dele, é possivel avaliar a funcdo de pulmdes

submetidos a diferentes periodos de isquemia fria, sem a necessidade de
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transplanta-los em outros animais. A técnica consiste na perfusdo ex vivo do
bloco pulmonar wusando sangue venoso. Parametros fisioldgicos
(oxigenacdo, complacéncia, resisténcia vascular pulmonar) podem ser
medidos, permitindo a comparacdo de diferentes técnicas ou solucdes de
preservagao.

Diversos métodos de perfusao pulmonar ex vivo ja foram relatados. Em
um dos primeiros modelos, pulmbes de coelhos eram ventilados e
perfundidos com sangue venoso retirado de outros trés ou quatro coelhos.
Como nao havia recirculagdo do sangue, isto é, o sangue oxigenado pelo
bloco pulmonar ndo retornava ao circuito, a reperfusdao e a avaliagcédo
pulmonar eram limitadas a um periodo de 10 minutos®. Para resolver este
problema, foram desenvolvidos sistemas de perfusdo pulmonar ex vivo, nos
guais um rato anestesiado era integrado ao sistema com a finalidade de
fornecer sangue venoso continuamente ao circuito. Isso possibilitava um
periodo maior de reperfusdo pulmonar (60 minutos)®’. A maior dificuldade
desses sistemas era manter a estabilidade do rato anestesiado durante todo
o periodo de avaliagdo, obstaculo contornado com o emprego de
oxigenadores de membrana, usados para “desoxigenar” o sangue do
circuito. Isso simplificou o sistema, tornando-o mais estavel e permitindo
perfusbes prolongadas. O modelo de perfusdo ex vivo mais usado
atualmente, o qual permite a aquisicio de dados (parametros
hemodinamicos e de mecanica ventilatéria) em tempo real e o0 seu
armazenamento em computador, é comercializado com o nome Isolated

Perfused Rat or Guinea Pig Lung System (Harvard Apparatus, Holliston, MA,
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EUA; Hugo Sachs Elektronik, Hugstetten, Alemanha). O Laborat6rio de
Investigagdo Médica (LIM 61) da Disciplina de Cirurgia Toracica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo utiliza o sistema de
perfusdo pulmonar ex vivo da Harvard na maioria de suas pesquisas

envolvendo preservacdo pulmonar em ratos®*°®,

3.3.2 O modelo de perfusédo ex vivo em pulmdes humanos

A perfusdo pulmonar ex vivo ndo é um conceito novo, sendo
amplamente utilizada em estudos de fisiologia pulmonar em animais de
pequeno e médio porte. Carrel e Lindbergh’, apud Cypel et al.®®,
descreveram o conceito da “cultura de 6rgaos inteiros” em 1935. Porém, o
desenvolvimento de maquinas de perfusdo ex vivo de pulmdes humanos
esbarrava na instabilidade desses sistemas e na sua incapacidade de
manter a integridade da barreira alvéolo-capilar, resultando em progressiva
deterioragéo da circulagdo pulmonar, aumento da resisténcia vascular e
edema. O aprimoramento dos circuitos de circulacdo extracorporea e o
desenvolvimento de novas solu¢gbes de perfusdo foram responséveis pelo
“renascimento” da perfusdo ex vivo de pulmdes humanos no inicio do século
XXI.

A perfusdo pulmonar ex vivo (PPEV) foi usada pela primeira vez pelo

grupo de pesquisadores da Universidade de Lund (Lund, Suécia) em 2000,

guando foi realizado o primeiro transplante pulmonar de um doador em

" Carrel A, Lindbergh CA. The culture of whole organs. Science. 1935; 81: 621-3.
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parada cardiaca’. Tratava-se de um homem de 54 anos que sofreu parada
cardiaca ap6s um infarto agudo do miocardio. Diante de um doador com
coracao parado a avaliacdo funcional dos pulmdes tinha que ser feita
através da PPEV. Apés o resfriamento topico dos pulmdes, estes foram
colocados no sistema de avaliagdo pulmonar ex vivo. Como a gasometria foi
satisfatéria, o pulmao foi transplantado com sucesso em uma paciente de 54
anos portadora de enfisema pulmonar.

O modelo de PPEV desenvolvido por Steen et al.”* consistia em uma
caixa rigida e transparente, para suporte do bloco pulmonar, um conjunto de
tubos e conexbes, uma bomba centrifuga, um trocador de calor e um
oxigenador de membranas, além de filtro leucocitério, fluxémetro e
termOmetro. Este sistema era preenchido com 1500 ml de uma solugao
desenvolvida pelo grupo de Steen em parceria com a empresa Vitrolife AB
(Steen  Solution®, Vitrolife; Gothenburg, Suécia), misturada com
concentrados de hemécias, resultando em um perfusato com um
hematécrito em torno de 15%. A Steen Solution® é uma solucdo de
composicdo eletrolitica extracelular, contendo albumina e dextran, que
conferem uma alta pressdo oncotica a solugdo. Além disso, o dextran tem
propriedades antitromboticas e reveste a superficie endotelial da circulacéo
pulmonar e dos tubos do circuito. Uma mistura de gases (nitrogénio,
oxigénio e dioxido de carbono) era administrada ao sistema através do
oxigenador de membranas, e seu fluxo era ajustado de forma a obter uma
concentragdo gasomeétrica semelhante ao sangue venoso. O fluxo e a

temperatura eram gradualmente aumentados, e a pressdo de artéria
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pulmonar era rigorosamente monitorizada, nunca ultrapassando 20 mmHg.
Quando a temperatura atingia 32 °C, a ventilagéo era iniciada. A avaliagcéo
era feita através da gasometria do perfusato que saia pela veias
pulmonares, quando a temperatura atingia 37 °C.

O modelo de PPEV descrito por Steen permitia a avaliagdo pulmonar
ex vivo sem a formacdo de edema. Isso era possivel gracas a alta pressao
oncatica da solucao, associada a uma perfusdo normotérmica rigorosamente
controlada. Sabe-se que uma perfuséo fria provoca elevagéo da resisténcia
vascular pulmonar; além disso, uma reperfusdo com fluxos altos e sem
controle acarreta trauma mecanico na microvasculatura pulmonar por
aumento da pressao hidrostéatica, contribuindo para a formacéao de edema.

Posteriormente, a PPEV passou a ser usada para avaliacdo e
recondicionamento de pulmdes “marginais”, isto €, pulmdes considerados
inadequados para o transplante’®’®. A capacidade da PPEV de melhorar a
gualidade desses pulmdes possibilitando o seu uso para transplante era
explicado por varios fatores: o sistema permitia a cuidadosa inspecdo dos
pulmbes, bem como manobras de recrutamento para expansdo de areas
atelectasiadas; permitia também uma limpeza mais efetiva das secrec¢des
brébnquicas e remog¢do dos codgulos da circulacdo pulmonar; todo o volume
e pressdo da ventilagdo eram distribuidos para os pulmdes, sem a
interferéncia da caixa toracica e diafragma, melhorando a relacédo
ventilagao/perfusdo’®. Em maio de 2005, o grupo da Universidade de Lund
realizou o primeiro transplante pulmonar usando um pulm&o inicialmente

rejeitado e, posteriormente, recondicionado através da PPEV’®. O sucesso



28

inicial estimulou a continuidade do uso clinico da PPEV. Em 2009, o mesmo
grupo publicou uma pequena série de seis pacientes transplantados com
pulmdes recondicionados ex vivo, com uma sobrevida de 100% em trés
meses e 67% em dois anos’®. Em 2010, o grupo de Toronto divulgou os
resultados de 16 pacientes transplantados com pulmdes submetidos a
PPEV: ndo houve mortalidade em 30 dias e a incidéncia de disfuncao
primaria do enxerto foi semelhante aos pacientes transplantados
normalmente (sem PPEV) no mesmo periodo’’.

Na Universidade de Toronto, Cypel et al. fizeram algumas modificacdes
na metodologia da PPEV, de forma a prolongar o tempo de perfusédo ex vivo
por até 12 horas, obtendo uma nova estratégia de manutencgéo protetora dos
pulmdes doados’®. Estudos experimentais mostraram que pulmdes
preservados por 12 horas em isquemia fria e mantidos por mais 12 horas em
perfusdo normotérmica ex vivo tiveram um melhor desempenho apés o
transplante (com menor formacdo de edema) comparados a pulmoes
preservados por 24 horas em isquemia fria®. Isso mostrava que a PPEV
podia reduzir a injuria de isquemia, permitindo com que os pulmdes ficassem
metabolicamente ativos, acelerando sua recuperacdo. Dentre as
modificacdes feitas para aumentar o tempo de PPEV, estdo o uso de um
perfusato acelular, ou seja, somente Steen Solution® sem a adicdo das
hemacias, e a perfusdo com baixo fluxo (aproximadamente 40% do débito
cardiaco estimado), mantendo a pressao de artéria pulmonar entre 10 e 15
mmHg’®. O uso de um perfusato acelular ndo compromete a oxigenacéo das

células pulmonares, uma vez que este é fornecido pela ventilacdo e se
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difunde através das vias aéreas, além de evitar os prejuizos causados pelo

trauma mecanico sofrido pelas hemacias circulando no sistema (hemaolise).
A PPEV é uma realidade em varios centros de transplante pulmonar no

mundo, incluindo no InCor (HCFMUSP), que ja publicou sua experiéncia

inicial com a metodologia’®®

, oferecendo a possibilidade de estudar os
efeitos da lesdo de isquemia-reperfusdo em pulmdes humanos. Por essa
razdo, esse foi 0 método escolhido para comparar os efeitos de solu¢ées de

preservagao pulmonar em nosso estudo.



4 METODOS
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Para a pesquisa, foram utilizados pulmdes humanos de doadores em
morte encefalica, que estivessem nos hospitais onde atuam as
Organizacdes de Procura de Orgdos (OPO) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP) e da
Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo. Apos a confirmagdo da morte
encefalica do paciente, a Central de Transplantes do Estado de S&o Paulo
notificava as equipes de captacdo de 6rgdos e tecidos. Se os pulmdes
doados fossem recusados pelas equipes de transplante pulmonar, eles eram
disponibilizados para a pesquisa, mediante autorizacdo dos familiares do
doador.

O estudo (Protocolo de Pesquisa n© 0781/07) foi aprovado pela
Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da
Diretoria Clinica do HCFMUSP em sessdo de 12 de setembro de 2007
(Anexo 1), inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo

2). Este foi assinado pelo responsavel pelo doador em todos os casos.
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4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de uma pesquisa experimental, controlada e randomizada. A
intervencdo aplicada consistia na perfusdo de pulmdes doados para
transplante com uma solucdo de preservacdo pulmonar, chamada por nos
de LPD-G nacional, produzida pela empresa Farmoterapica (S&o Paulo,
Brasil). Trata-se de uma solucdo de composicdo idéntica ao Perfadex®.
Como o periodo de validade da patente do mesmo ja expirou, ndo ha
qualquer problema legal na sua reproducdo. No grupo controle, a perfuséo
pulmonar era feita com a solugcédo de preservacédo usada habitualmente na
pratica clinica: Perfadex®, produzida e comercializada pela Vitrolife
(Goteborg, Suécia). A qualidade da preservagdo dos pulmdes captados nos
dois grupos foi avaliada ap6s 10 horas de isquemia fria e 60 minutos de
reperfusdo em um modelo de avaliagdo pulmonar ex vivo. Embora o tempo
médio de isquemia fria na pratica clinica seja de 6 a 8 horas, nés optamos
por adotar um tempo maior, de forma a aumentar a injuria de isquemia e
avaliar melhor a qualidade das solucdes de preservacao. O periodo de 10
horas nos pareceu satisfatorio ja que alguns casos de transplante bilateral
em nossa pratica ocorrem com tempo de isquemia fria de 10 horas. As
varidveis de desfecho foram definidas na avaliacédo funcional, hemodinamica
e histologica conforme detalhado na ultima secdo deste capitulo.

As hipoteses formuladas para a pesquisa foram as seguintes:

Hipdtese nula: a qualidade da preservacéo pulmonar € a mesma com o

uso de Perfadex® e LPD-G nacional.
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Hipétese alternativa (bilateral): a qualidade da preservagdo pulmonar é
diferente nos dois grupos.

Trata-se de um estudo de equivaléncia ja que a meta € mostrar que a
nova solucdo é tdo eficaz quanto o Perfadex®. Planejar o tamanho da
amostra neste caso implicaria em delinear o estudo de forma que tivesse
poder substancial (B < 0,1) para rejeitar a hipétese nula quando a magnitude
de efeito fosse muito pequena e, portanto, clinicamente insignificante (p. ex.,
uma diferenca de 5 mmHg na média da PaO,). Isso resultaria em uma
amostra muito grande, inviabilizando uma pesquisa que envolve a captagéo
de pulmbées humanos. O calculo da amostra foi baseado em estudos
experimentais previamente publicados, envolvendo comparagao de solugdes
de preservacdo pulmonar com modelos de transplante pulmonar
experimental em cées e porcos.

Os casos foram designados aleatoriamente (usando um algoritmo
computadorizado) em um dos dois grupos:

(1) Grupo LPD-G nacional: oito blocos pulmonares extraidos e
preservados pela perfusao com a solucdo LPD-G nacional.

(2) Grupo Perfadex®: oito blocos pulmonares extraidos e preservados
pela perfusdo com a solucdo Perfadex®.

A selecé@o dos casos ocorreu no periodo de abril de 2009 a abril de
2010 e seguiu 0s seguintes critérios de inclusao:

- Pacientes em morte encefélica notificados para doacdo de 6rgaos no

periodo acima;
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- Pacientes internados nos hospitais em que atuam a OPO do
HCFMUSP e a OPO da Santa Casa de Sao Paulo;

- Doadores cujos pulmdes foram recusados pelas equipes de
transplante pulmonar, mas que seriam submetidos a procedimento cirlrgico
para captacdo de outros 0rgaos e tecidos;

- Doadores cujos familiares assinaram o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.

4.2 Procedimentos

4.2.1 Captacdo Pulmonar

A técnica usada na pesquisa foi exatamente a mesma usada na pratica
clinica pela equipe de transplante pulmonar do InCor - HCFMUSP.

O doador era posicionado em decubito dorsal horizontal com um coxim
sob as escapulas. ApOs a preparacdo anestésica habitual (cateterismo da
artéria radial, acesso venoso central etc.), realizava-se a esternotomia
mediana com abertura do pericardio e das pleuras mediastinais, seguida da
disseccéo e reparo das veias cavas superior e inferior. A disseccao da janela
aorto-pulmonar era realizada com a liberacdo do plano posterior entre a
aorta e a artéria pulmonar direita, permitindo a colocacdo de pinga
hemostatica na aorta. Uma sutura em bolsa era feita com fio de polipropileno
4-0 no tronco pulmonar, através da qual era introduzida uma canula arterial

aramada ponta curva (80°) de 18 Fr (Braile Biomédica, Sdo José do Rio
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Preto, Brasil) para perfusdo com a solugédo de preservacdo. Um fragmento
do lobo médio era retirado para analise histolégica posterior. A solu¢do de
preservacdo (Perfadex® ou LPD-G nacional) era “ativada” pela adicéo de 2,5
ml de bicarbonato de s6dio 10 % e 0,6 ml de cloreto de célcio (100 mg/ml)
em cada litro da solucéo.

Apébs a administracdo endovenosa de heparina (300 U/kg), procedia-se
a ligadura da veia cava superior, sec¢ao da veia cava inferior logo acima do
diafragma e pincamento da aorta toracica. Neste momento, iniciava-se a
perfusdo da artéria pulmonar com 50 ml/kg da solu¢do de preservacéo a 4
°C. A auricula esquerda era aberta para que ocorresse a drenagem da
solucéo de preservacdo. Solucéo salina gelada era colocada nas cavidades
pleurais para o resfriamento dos pulmdes, enquanto todo o sangue do
doador era aspirado. Durante a perfusdo, os pulmdes eram ventilados, de
modo a evitar atelectasias e permitir uma distribuicdo mais homogénea da
solucéo de preservacgao. A duragéo da perfusdo era registrada.

Terminada a perfusédo, a canula era retirada e a extracdo pulmonar
iniciada. As veias pulmonares eram seccionadas e separadas do atrio
esquerdo. A veia cava superior era seccionada logo abaixo da ligadura,
liberando-a da artéria pulmonar direita. A aorta ascendente era seccionada,
o tronco pulmonar amputado antes da sua bifurcacdo e o coragcédo era
retirado. Iniciava-se a liberacdo dos pulmdes através dos ligamentos
pulmonares. Gentilmente, liberava-se todo o tecido mediastinal anterior ao
es6fago até trés ou quatro anéis acima da carina. Procediamos a retirada

em bloco dos pulmdes, incluindo todo o pericardio e estruturas adjacentes.
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Liberados os pulmdes e dissecada a traquéia distal, esta era clampeada com
os pulmdes insuflados, sendo o bloco retirado do campo operatdrio.

Os pulmdes eram pesados, armazenados em saco estéril, imersos em
solucdo salina gelada e transportados em caixa térmica preenchida com

gelo. O bloco permanecia por 10 horas em isquemia fria (4 °C)

4.2.2 Avaliagao Pulmonar Ex Vivo

Apoés o periodo de isquemia fria, os pulmdes eram pesados € um novo
fragmento era retirado do lobo médio para analise histolégica. A reperfuséo
era iniciada em um modelo desenvolvido para a perfusédo e avaliagcéo
pulmonar ex vivo.

O sistema de perfusao pulmonar ex vivo (Figura 1) assemelhava-se ao
circuito montado em cirurgias cardiovasculares para circulagéo
extracorpérea. Era composto por um conjunto de tubos, reservatorio de
sangue venoso neonatal (450 ml), oxigenador de membrana pediatrico,
trocador de calor e bomba centrifuga (Braile Biomédica, Sdo José do Rio

Preto, Brasil).



37

Figura 1. O sistema de perfusdo pulmonar ex vivo: conjunto de tubos para circulacao
extracorpérea, bomba centrifuga, reservatério venoso e oxigenador de membranas. Nota-se
ao fundo da imagem o bloco pulmonar na XVIVO® Chamber.

O bloco pulmonar era colocado sobre um suporte rigido e transparente
(XVIVO® Chamber; Vitrolife, Géteborg, Suécia) que podia ser fechado para
diminuir a perda de calor (Figura 2). Uma canula era colocada no tronco da
artéria pulmonar e fixada com uma sutura de polipropileno 4-0. Esta canula
tinha embutido um cateter (Figuras 3 e 4) para acoplamento em um
transdutor de pressao TruWave (Edwards Lifesciences, Irvine, EUA),
possibilitando monitorizagcdo continua (Figura 4) da pressado de artéria

pulmonar (PAP). Um tubo orotraqueal (n® 8) era introduzido na traquéia e
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amarrado com fita cardiaca (Figura 3). O oxigenador de membrana estava
ligado a um misturador de gases MGB-1 (Braile Biomédica, S&o José do Rio
Preto, Brasil), o qual era conectado a dois cilindros: um contendo oxigénio e
outro contendo uma mistura de nitrogénio (93 %) e gas carbbnico (7 %).
Quando essa mistura era aplicada ao oxigenador de membrana, este
funcionava como um “desoxigenador”, de modo que o perfusato que entrava
na artéria pulmonar ficasse com uma concentracdo de gases semelhante a

do sangue venoso.

Figura 2. Caixa para suporte do bloco pulmonar (XVIVO© Chamber) no sistema de perfuséo
pulmonar ex vivo.



39

Figura 3. Tubo orotraqueal introduzido na traquéia e canula acoplada ao tronco da artéria
pulmonar.

Figura 4. Detalhe da canula introduzida no tronco da artéria pulmonar (a esquerda). A
sonda embutida na canula era conectada a um transdutor de pressdo permitindo a
monitorizacdo continua da presséo de artéria pulmonar (a direita).
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O sistema era preenchido com 1500 ml de Steen Solution® (Vitrolife,
Goteborg, Suécia), uma solugdo de composi¢do eletrolitica extracelular
contendo albumina e dextran, desenvolvida para a perfusdo pulmonar ex
vivo. Sua alta pressao oncotica possibilita varias horas de perfusédo continua
sem a formacéao de edema.

A bomba centrifuga era ligada com um fluxo baixo (100 ml/min), o ar
era removido do sistema e o circuito era, entdo, conectado a canula da
artéria pulmonar. A drenagem das veias pulmonares fluia diretamente para a
XVIVO® Chamber, a qual era conectada ao circuito. O misturador de gases
era ajustado em 35%. Uma amostra do perfusato era colhida neste momento
para analise em um aparelho de gasometria (ABL 800; Radiometer,
Copenhague, Dinamarca). O fluxo do misturador, inicialmente em 0,5 |/min,
era ajustado para manter a PaCO- entre 30 e 35 mmHg. O pH era mantido
em niveis fisioldgicos pela adicdo de 1 ml de trometamol (Addex-THAM®;
Fresenius-Kabi, Uppsala, Suécia) para cada 1 mmol negativo do base
excess.

O fluxo era elevado gradualmente (Tabela 1) até atingir o fluxo maximo,
calculado como 40% do débito cardiaco estimado. Este era determinado a
partir do tamanho do doador: trés vezes a area de superficie corpérea
(considerando o indice cardiaco de 3 I/min/m?). Durante todo o processo, a
PAP era monitorizada e mantida abaixo de 20 mmHg, a fim de minimizar a
formacdo de edema. Se a PAP atingisse 20 mmHg antes do fluxo méximo
calculado, a elevacgéo deste era interrompida e o valor anotado como o fluxo

alcancado.
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A temperatura também era continuamente monitorizada através de um
sensor retal de temperatura (Braile Biomédica, Sdo José do Rio Preto,
Brasil) colocado em uma das veias pulmonares e conectado ao termémetro
clinico digital AG-2000 (Braile Biomédica, Sao José do Rio Preto, Brasil). A
temperatura era elevada lentamente até atingir a normotermia (37 °C) aos

30 minutos de reperfusao (Tabela 1).

Tabela 1. Estratégia para execuc¢ao da perfuséo pulmonar ex vivo

Tempo de perfusao (min) 0 10 20 30 40 50 60
Temperatura (°C) 20 30 32 37 37 37 37
Fluxo (% do fluxo maximo 10 10 20 30 50 80 100
calculado)

Ventilagdo (ml/kg) - - 6 6 7 8 8

Quando a temperatura atingia 32 °C (em torno de 20 min de
reperfusdo), a ventilagao era iniciada e o misturador de gases ajustado para
21%. Com isso, o oxigenador de membrana recebia somente a mistura de
nitrogénio e gas carbodnico, passando a atuar como um “desoxigenador”. O
tubo orotraqueal era conectado a um ventilador (Fuji; Takaoka, Sé&o
Bernardo do Campo, Brasil) com o0s seguintes ajustes iniciais: volume
corrente de 6 ml/kg, freqiéncia de 7/min, PEEP de 5 cmH,O e FiO; de

100 %. O volume corrente era elevado gradualmente até 8 ml/kg.
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Apds 60 minutos de reperfusdo pulmonar ex vivo, era colhida uma
amostra do perfusato que entrava na artéria pulmonar e uma amostra do
perfusato que drenava das veias pulmonares para analise gasomeétrica.
Novo fragmento era retirado do lobo médio para analise histolégica. O bloco
pulmonar era pesado e o pulmao esquerdo separado do bloco para calculo

da razéo peso Umido-peso seco.

4.3 Variaveis do estudo

4.3.1 Fluxo de perfuséo

Foi registrado o tempo para a perfusao de todo o volume da solucédo de
preservacdo durante a captacdo. Definiu-se a variavel fluxo de perfuséo da
solugéo de preservacao (Fp) como a razdo entre o volume administrado e o

tempo gasto para administra-lo.

[ Fp (ml/min) = volume perfundido (ml) / tempo de perfusédo (min)]

4.3.2 Variacao do peso

O bloco pulmonar foi pesado em trés momentos: logo depois da
captacdo, apds 10 horas de isquemia fria e ao final da reperfusdo no modelo

de avaliacdo pulmonar ex vivo. Tais medidas geraram duas variaveis: a
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variacdo de peso poOs-isquemia (APi) e a variacdo de peso pos-reperfusédo

(APY).

APi (g) = peso apés isquemia (g) - peso ap0os captacao (g)

APr (g) = peso apos reperfusao (g) - peso apoés isquemia (g)

4.3.3 Avaliacao funcional

O principal parametro da avaliacdo funcional era a capacidade de
oxigenacdo (APO,), definida pela formula abaixo, na qual PvO, era a
pressao parcial de oxigénio no perfusato que entrava na artéria pulmonar e
PaO, a pressdo parcial de oxigénio no perfusato que saia das veias

pulmonares.

[ APO; (mmHg) = PaO, (mmHg) - PvO, (mmHgQ) ]

4.3.4 Avaliagcdo hemodinamica

A PAP era continuamente monitorizada. Quando o sistema atingiu a
estabilidade (ap6s 60 minutos de reperfusdo), a PAP e o fluxo maximo
atingido foram registrados para o calculo da resisténcia vascular pulmonar

(RVP) conforme férmula abaixo.

[ RVP (dina.s.cm™) = PAP (mmHg) / Fluxo (I/min) x 80 ]
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4.3.5 Avaliacao ventilatoria

Durante a ventilacdo dos pulmdes, o ventilador exibia os valores do
volume corrente (Vc) aplicado, pressao de platdé da via aérea (Pp),
freqUéncia respiratoria e pressao positiva no final da expiracao (PEEP). Apés
1 hora de reperfusdo, esses valores eram anotados para o calculo da

complacéncia (estatica) pulmonar (CP) conforme formula abaixo.

[CP (mlicmH,0) = Ve (ml) / Pp (cmH,0) - PEEP (cmH,0) ]

4.3.6 Razao peso umido-peso seco

Um parametro comumente usado para avaliacdo do edema pulmonar &
a razao entre o peso da peca apos a reperfusdo e 0 peso apos secagem em
estufa. Para esta medida, separamos o pulmao esquerdo do bloco e o
pesamos (peso umido). Este era colocado em estufa a 60 °C por 24 horas, e

pesado em seguida (peso seco).

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

4.3.7 Avaliacao histoldgica

Como mencionado anteriormente, foram retirados fragmentos do lobo
médio em trés momentos. A primeira biopsia foi feita durante a captacéao,
para avaliagdo e comparagao da condicao inicial dos pulmdes estudados. A
segunda bidpsia foi feita apés 10 horas de isquemia fria, e a terceira, depois

de 60 minutos de reperfusdo no modelo de avaliagdo pulmonar ex vivo.
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Os fragmentos de pulm&o foram imersos em formalina tamponada a
10% para fixacdo. Apoés 24 horas, foram confeccionados blocos de parafina
com as amostras, os quais foram seccionados em cortes de 5 um e corados
com hematoxilina-eosina. As laminas foram examinadas em microscopio de
luz por patologista experiente em afecc¢des pleuro-pulmonares. Os seguintes
parametros foram analisados em cada caso: edema intersticial, edema
alveolar, espessamento arteriolar, trombose vascular, fibrose intersticial,
fibrina alveolar, exsudato alveolar, hemorragia alveolar, hemorragia
intersticial, infiltrado inflamatdrio intersticial, reatividade de pneumdcitos,
macréfagos alveolares e necrose. De acordo com a intensidade dessas
alteracdes, o0 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 39, de modo que guanto 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 deteccdo e
quantificacdo de células apoptoticas, usando o In situ Cell Death Detection
Kit (Roche, Mannheim, Alemanha). Durante o processo de apoptose, ocorre
a clivagem do DNA nuclear, levando a formacéao de quebras na “fita” de DNA
e fragmentos de DNA (oligonucleossomos). Essas rupturas de DNA podem
ser identificadas pela adigdo de nucleotideos marcados com fluoresceina ao
terminal livre 3-OH dos fragmentos de DNA, através de uma reacdo

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

terminais 3'-OH das “fitas” de DNA.

As laminas 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 solugcéo de peréxido de hidrogénio
(H20,) 0,3% e metanol por 30 minutos em temperatura ambiente, e, logo
apos, lavadas duas vezes em PBS. Na sequéncia, eram aplicados 50 pl da
mistura TUNEL (5 pl da solugdo da enzima TdT — tubo azul — e 45 pl da
solucdo 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 camera acoplada ao
microscoépio para captura das imagens, ligada a um computador. Através do
software de processamento de imagens digitais AxioVision versédo 4.7 (Carl
Zeiss), a imagem era mostrada no monitor em um campo de 0,02 mm?, e as

células apoptéticas eram visualizadas na cor verde brilhante (Figura 5). As
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células apoptéticas foram contadas em cinco campos escolhidos

aleatoriamente (area total de 0,1 mm?; aumento de x400).
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Figura 5. Identificacdo das células apoptéticas (400X) no software AxioVision (setas).

4.4 Analise estatistica

As analises descritivas foram realizadas apresentando médias e
desvios padrdo para variaveis de distribuicdo normal ou medianas e
intervalos interquartis para variaveis que nado tinham distribuicdo normal.

Os pressupostos da distribuicio normal em cada grupo e a
homogeneidade das variancias entre os grupos foram avaliados com o teste

de Shapiro-Wilk e com o teste de Levene respectivamente.
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A comparacdo dos grupos quanto as caracteristicas dos doadores
(idade, IMC, tabagismo, pneumonia etc.) e dos pulmdes doados (gasometria,
analise histopatoldgica) foi efetuada com o teste qui-quadrado (ou exato de
Fisher) para as variaveis categoricas e teste t de Student para as variaveis
continuas. J4 a analise estatistica das variaveis de desfecho que foram
coletadas uma unica vez ao longo do estudo foi realizada utilizando-se o
teste t de Student para variaveis de distribuicdo normal e o teste de Mann-
Whitney para variaveis que ndo tiveram distribuicdo normal. Para as
variaveis de desfecho coletadas em dois tempos (escore de lesdo pulmonar
e contagem de células apoptoticas) foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA) de medidas repetidas.

Foi considerada uma probabilidade de erro do tipo | (a) de 0,05 em
todas as andlises inferenciais.

As analises estatisticas descritivas e inferenciais foram executadas

com o software SPSS versao 17.0.



5 RESULTADOS
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As captacdes dos 16 blocos pulmonares ocorreram no periodo de abril
de 2009 a abril de 2010. Os doadores tinham idade média de 45,6 anos (+
20,0), sendo 9 homens e 7 mulheres. A maioria desses pulmdes foi rejeitada
por uma gasometria arterial insatisfatéria (PaO- inferior a 300 mmHg com
FiO, de 100% e PEEP de 5 cmH;0), presente em 13 dos 16 doadores. Dois
doadores, embora com gasometrias satisfatoras, foram rejeitados devido a
presenca de pneumonia, e um doador foi recusado pela auséncia de um
receptor compativel em lista. As principais causas de 6bito foram o acidente
vascular cerebral (AVC) hemorragico (sete doadores) e a hemorragia
subaracnoide (quatro doadores). A Tabela 2 mostra que os dois grupos
estudados eram semelhantes quanto as caracteristicas demograficas dos
doadores. A analise histologica dos pulmdes captados também indicou que

os dois grupos de pulmdes eram morfologicamente semelhantes (Tabela 3).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos doadores

Grupo LPD-G
Doadores nacional Grupo Perfadex® Valor de p
(n =8) (n=8)
Sexo (M:F) 6:2 3:5 0,315
Idade (anos) 40,9 (+ 20,8) 50,2 (£19,4) 0,367
IMC (kg/cm?)* 25,1 (+ 4,3) 26,7 (+3,7) 0,447
Tabagismo 1 3 1,000
Pneumonia 4 4 1,000

Leucometria (/mm?) 14 685 (£ 3913,7) 16 710 (£ 5 244,6) 0,396
VM (dias)? 7.8 (+5,8) 5,9 (+ 3,4) 0,439

PaO, (mmHg)® 181,36 (+ 85,01) 206,04 (+119,25) 0,641

NOTA: As varidveis continuas estdo expressas em média (+ desvio padrdo) e as variaveis
categoricas estdo expressas pelo seu numero absoluto.

! indice de massa corpérea (peso/alturaz).

2Tempo que o doador ficou intubado em ventilacdo mecénica.

® pressao parcial de oxigénio no sangue arterial (gasometria arterial colhida com FiO, 100%
e PEEP 5 cmH,0).

Tabela 3. Avaliacdo histolégica dos pulmdes doados

Grupo LPD-G Grupo Valor de
nacional Perfadex® p
(n=8) (n=8)
ELP? 3,9 (£ 2,4) 3,8 (+2,8) 0,925
Células apoptéticas
(/mm?)? 200,0 (75,0 - 562,5) 175,0 (0 - 62,5) 0,561

Escore de lesdo pulmonar (média + desvio padréo).
A contagem de células apoptéticas no tecido pulmonar colhido durante a captacdo néo
tinha distribuicdo normal, por isso seu resultado estd expresso como mediana (intervalo
interquartil).
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5.1 Fluxo de perfuséo

O fluxo de perfusédo (Fp) médio da solucdo LPD-G nacional
administrada na artéria pulmonar durante a captacao foi de 0,53 I/min (£ 0,16
I/min). N&o houve diferenca (Grafico 1) estatisticamente significante com o

grupo controle (Perfadex®), cujo Fp médio foi de 0,53 I/min ( 0,15 I/min).

Gréfico 1. Medida do fluxo de perfusdo (Fp) das solu¢gBes de preservagdo durante
a captacao dos pulmdes.
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NOTA: As barras de erro representam o intervalo de confianga de 95%.
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Apods as 10 horas de isquemia fria, houve uma perda de peso média de

43,0 g (+ 26,9 g) e 28,0 g (+ 72,3 g) nos grupos LPD-G nacional e Perfadex®,

respectivamente. Apés 60 minutos de reperfusdo no modelo de avaliacdo

pulmonar ex vivo, houve um ganho de peso médio de 56,8 g (+ 98,9 g) e

68,0 g (+ 210,8 g) nos grupos LPD-G nacional e Perfadex®, respectivamente.

N&o houve diferenca entre os dois grupos (Graficos 2 e 3) quanto a

variacao de peso pos-isquemia (APi) e pos-reperfusédo (APr).

Gréfico 2. Variacdo de peso (APi) dos blocos pulmonares ap6s o periodo de

isquemia.
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Gréfico 3. Variacéo de peso (APi) dos blocos pulmonares apés reperfuséo.
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5.3 Avaliacao funcional

Apés a reperfusdo, a capacidade de oxigenagdo (APO;) média dos
pulmdes do grupo LPD-G nacional foi de 406,0 mmHg (x 43,5 mmHg). No
grupo Perfadex®, a APO, média foi de 405,3 mmHg (+ 52,4 mmHg). N&o
houve diferenca significativa (Gréfico 4) entre o0s grupos quanto a

capacidade de oxigenacgdo dos pulmdes apos a reperfuséo.

Gréfico 4. Capacidade de oxigenagao (APO,) dos pulmdes apos reperfuséo.
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5.4 Avaliacdo hemodinamica

Das variaveis de desfecho estudadas, a resisténcia vascular pulmonar
(RVP) foi a unica que ndo teve uma distribuicdo normal; por isso, seus
valores foram expressos como mediana (intervalo interquartil). A mediana da
RVP medida ap6s 60 minutos de reperfusdo nos pulmdes do grupo LPD-G
nacional foi de 378,3 dina.s.cm™ (351,8 — 628,2 dina.s.cm™), enquanto no
grupo Perfadex®, esse valor foi de 697,6 dina.s.cm™ (493,0 — 1040,0

dina.s.cm™). Essa diferenca foi estatisticamente significativa (Gréfico 5).
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Grafico 5. Resisténcia vascular dos pulmbées (RVP) apés reperfuséao.
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5.5 Avaliacéo ventilatoria

A complacéncia pulmonar média ao final da reperfusdo nos casos do
grupo LPD-G nacional foi de 49,3 ml/cmH,0 (x 21,7 ml/cmH20). Os pulmdes
preservados com Perfadex® tiveram uma complacéncia média de 46,8
cmH,0 (x 21,0 cmH20) apds 1 hora no modelo de avaliacdo pulmonar ex
vivo. N&o houve diferencga estatisticamente significante entre os dois grupos

guanto & complacéncia pulmonar (Grafico 6).

Grafico 6. Complacéncia pulmonar (CP) ap0s reperfuséo.
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5.6 Razédo peso umido-peso seco

A raz&o entre o0 peso Umido e o peso seco foi em média 2,02 (+ 0,70) e
2,06 (+ 0,28) nos grupos LPD-G nacional e Perfadex®, respectivamente. N&o

houve diferenca estatisticamente significante como visualizado no Gréfico 7.

Gréfico 7. Raz@o peso umido-peso seco do pulméo esquerdo ao final da
reperfuséo.
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5.7 Avaliacéo histologica

O Escore de Lesdo Pulmonar (ELP) médio, determinado na bidpsia
realizada apds 10 horas de isquemia fria, foi de 4,75 (x 1,83) no grupo LPD-

G nacional e 4,50 (+ 2,14) no grupo Perfadex®. Na bidpsia realizada apés 60
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minutos de reperfusdo no modelo de avaliagdo pulmonar ex vivo, o ELP
médio foi de 4,37 (x 2,88) e 4,37 (x 1,51), respectivamente (Grafico 8). Nao
houve diferenca estatisticamente significante do ELP entre os grupos ao

longo do tempo (p = 0,855).

Gréfico 8. Comparacdo do Escore de Lesdo Pulmonar (ELP) entre os grupos de
estudo, obtidos em dois tempos: ap6és 10 horas de isquemia fria e apdés 1 hora de
reperfusdo normotérmica.
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NOTA: As barras de erro representam o intervalo de confianga de 95%.

A identificacdo de células apoptoéticas pela reacdo TUNEL no tecido
pulmonar colhido apés o periodo de isquemia mostrou uma média de 200,00
(+ 160,36) células apoptéticas/mm? no grupo LPD-G nacional e 168,75 (+
173,08) células apoptéticas/mm? no grupo Perfadex®. No tecido colhido apds

a reperfusdo, observou-se uma média de 137,50 (x 99,10) e 118,75 (¢
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99,78) células apoptéticas/mm?, respectivamente (Grafico 9). N&o houve

diferenca estatisticamente significativa da contagem de células apoptoticas

entre os grupos ao longo do tempo (p = 0,903).

Gréfico 9. Comparacado da contagem de células apoptéticas entre os dois grupos
de estudo em dois tempos: apdés 10 horas de isquemia fria e ap6s 1 hora de
reperfusdo normotérmica.
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6 DISCUSSAO



62

Desde a década de 1980, quando os transplantes pulmonares
tornaram-se uma realidade no tratamento de pacientes com graves
pneumopatias, o numero de procedimentos desse tipo aumentou em todo o
mundo. Atualmente, existem 153 centros realizando transplantes de
pulmdes, sendo quatro deles no Brasil. A sobrevida em 5 anos apos o
transplante é de aproximadamente 52%° O sucesso do transplante
pulmonar deve-se, em parte, ao aperfeicoamento das técnicas de
preservacdo. Estas tém a finalidade de minimizar os efeitos deletérios da
isquemia e diminuir a incidéncia de faléncia do enxerto ap6s o implante.

Com o passar do tempo, ficou clinicamente comprovado que a
estratégia mais eficaz era a perfusdo hipotérmica dos pulmdes com uma
solugdo de preservacdo. Estas solucbes tém o papel de resfriar
uniformemente todo o pulmdo, sem causar toxicidade para as células
endoteliais e alveolares. InUmeros estudos experimentais realizados nas
duas UGltimas décadas mostraram a superioridade do Perfadex®, uma
solugdo extracelular contendo dextran e glicose, quando comparada a
solucdes intracelulares como Euro-Collins. Por essa raz&o, a maioria dos
centros usa o Perfadex® como solugéo de preservacdo pulmonar, incluindo o
InCor — HCFMUSP.

Como se trata de uma solugdo importada, os hospitais brasileiros
costumam enfrentar algumas dificuldades com o Perfadex®, ndo s6 pelo seu

alto custo, mas também pelos entraves burocraticos nos portos e aeroportos
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brasileiros. Isso provoca paralisagées temporarias nos centros que ja fazem
transplantes, bem como atraso na abertura de novos centros. Uma solugao
de preservacdo pulmonar produzida no Brasil poderia atenuar esses

problemas.

6.1 Casuistica

A maior parte dos estudos experimentais envolvendo a comparagéo de
solucdes de preservagédo pulmonar foi feita com modelos animais (ratos e

porcos, principalmente), incluindo o estudo inicial de Soares et al.®*,

que
comparou a solugdo LPD-G Nacional com o Perfadex®. Tal estudo mostrou a
viabilidade do LPD-G Nacional para um tempo de isquemia fria de 6 horas.
Optamos por utilizar pulmdes humanos nesse trabalho, uma vez que o
objetivo final é o uso clinico da solugdo LPD-G Nacional. Assim, o estudo
feito em pulmdes humanos doados, porém rejeitados para transplante,
submetidos a 10 horas de isquemia fria, aproxima os achados experimentais
da realidade clinica, tornando os resultados mais significativos. O uso de
pulmdes “danificados”, isto é, pulmdes de doadores em morte cerebral, ndo
comprometeu o estudo, ja que se tratava de uma analise comparativa, e 0s
pulmdes de ambos os grupos eram semelhantes, como demonstrado na
Tabela 2. Parametros clinicos e laboratoriais como presenca de pneumonia,
tempo de ventilagdo mecanica, leucometria e gasometria arterial (PaO,),

assim como a analise histologica, mostraram n&do haver diferenca

estatisticamente significativa entre os pulmdes dos dois grupos.
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O uso de pulmdes humanos nesse estudo s6 foi possivel devido ao
desenvolvimento ocorrido nos ultimos 10 anos da técnica da perfuséo
pulmonar ex vivo. O surgimento da Steen Solution®, uma solugéo rica em
albumina e dextran, possibilitou uma perfusdo ex vivo estavel por varias
horas, sem a formacéo de edema.

Em 2006, Wyerup et al.”® publicaram estudo experimental, no qual
pulmdes de doadores rejeitados para transplante foram submetidos a PPEV.
Os doadores passaram em média 2 dias em ventilagdo mecéanica e a PaO;
média era de 186,9 mmHg. Apos uma média de 7 horas de isquemia fria, os
pulmbes eram colocados no sistema de PPEV. Ao atingir a estabilidade, a
PaO, média era de 384,3 mmHg e a mediana da RVP era de 400 dina.s.cm’
5

No mesmo ano, Egan et al.”?

publicaram estudo com a mesma
metodologia. A PaO, média nos doadores era de 304,6 mmHg e o tempo
média de isquemia fria foi de 8,7 horas. No sistema de PPEV, a PaO, média
era de 383,8 mmHg. Em nosso estudo, apesar de trabalharmos com piores
doadores (tempo médio de ventilagcdo mecénica de 6,8 dias e PaO, médio de
193,7 mmHg) e com um tempo de isquemia fria maior (10 horas),
conseguimos obter um sistema de PPEV estavel por mais de 60 minutos. A
PaO, média na PPEV era de 489 mmHg e a mediana da RVP era de 493,7
dina.s.cm™, resultados semelhantes aos obtidos pelos pesquisadores

citados anteriormente e que usaram a mesma metodologia. Isso mostra que

0 sistema de PPEYV foi corretamente executado em nosso estudo.
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6.2 Fluxo de perfuséo

O fluxo de perfuséo da solucao de preservacao administrada durante a
captacdo dos oOrgdos é uma variavel que depende da complacéncia e
resisténcia do leito vascular pulmonar, bem como da composi¢cdo quimica da

.>* compararam as solucdes Celsior® e

solugéo de preservagao. Wittwer et a
Perfadex® em um modelo experimental com pulmdes de ratos. Observaram
gue o tempo de perfusdo anterégrada foi de 66 segundos e 102 segundos
para Celsior® e Perfadex® respectivamente. Os autores atribuiram essa
diferenca a menor viscosidade do Celsior®, ja que este ndo contém dextran.
Em nosso estudo, como os pulmbes de ambos os grupos eram
semelhantes (Tabelas 2 e 3), alguma discrepancia existente na variavel fluxo
de perfusdo poderia ser atribuida a diferengas na composicdo das duas

solu¢cdes analisadas. No entanto, ndo houve diferenga estatisticamente

significante entre os fluxos de perfusdo dos dois grupos.

6.3 Edema pulmonar

A retencdo de &gua é um fato inevitavel no processo de isquemia-
reperfusdo, consequéncia do aumento da permeabilidade vascular e ruptura
da barreira alvéolo-capilar. Como o grau de edema é inversamente
proporcional a qualidade da preservacdo, a mensuracdo do conteudo de
agua nos pulmdes € um indice utilizado na maioria dos estudos de

preservacdo pulmonar. A variacdo do peso é uma medida simples, porém
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sofre influéncia de outros fatores como hemorragia alveolar. Além disso, é
menos sensivel e pode ndo detectar graus mais leves de edema. Por isso,
alguns autores tém optado por medidas mais precisas da agua nos varios
compartimentos pulmonares, usando corantes, radiomarcadores ou sondas
especiais para monitorizacao on-line do conteddo de agua extravascular. Em
nosso estudo, a variagdo do peso foi semelhante nos dois grupos. Apés 10
horas de isquemia fria, observamos uma pequena redugdo do peso,
provavelmente devido ao extravasamento de sangue durante o
armazenamento. Depois da reperfusdo, houve ganho de peso (edema de
reperfusao).

A razao peso Umido-peso seco medida ao final da reperfusdo também
reflete a formacdo de edema durante o periodo de isquemia-reperfuséo:
guanto maior o valor da relagéo, maior o edema acumulado. A razdo U/S foi
semelhante nos dois grupos, resultado compativel com a variavel variacao
de peso. Essas variaveis mostram a formacao de edema ocorreu igualmente

nos pulmdes preservados com Perfadex® e LPD-G Nacional.

6.4 Avaliacao funcional

Os parametros funcionais sédo faceis de coletar e continuam a ser a
base de qualquer estudo de preservagdo pulmonar. Acreditamos que a
mensuracdo da capacidade de oxigenacdo é o parametro mais importante
da avaliacdo funcional, uma vez que, fisiologicamente, o papel primordial

dos pulmdes consiste em sua capacidade de troca gasosa. Alguns estudos
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tém demonstrado que a medida da PaO, é o parametro mais confiavel para
determinar a qualidade da preservacao pulmonar, quando comparado a
parametros morfoldgicos, radiolégicos, bioquimicos e hemodinamicos. A
medida da presséao parcial arterial de oxigénio (PaO,) ou o gradiente alvéolo-
arterial de oxigénio [P(A-a)O,] sdo usados em todos os estudos de

preservacdo pulmonar. Wang et al.®®

, estudando os efeitos do tempo de
isquemia e da temperatura na preservacao pulmonar em um modelo ex vivo
de pulmdes de coelhos, observaram que a medida da troca gasosa tinha
uma correlacdo significativa com a qualidade da preservacdo: o
prolongamento do tempo de isquemia resultou em deterioracdo da troca
gasosa. Em contrapartida, os autores viram que a variavel pressdo de via
aérea era pouco sensivel para avaliar a qualidade da preservacao: ela so
aumentava quando a funcdo pulmonar estava seriamente comprometida.
Nossos resultados mostraram que a capacidade de oxigenagcao era
semelhante nos dois grupos, o que demonstra que a qualidade da
preservacdo pulmonar obtida com LPD-G Nacional é equivalente a do
Perfadex®. Esse resultado é semelhante ao encontrado no estudo de Soares

et al.%*

, que comparou as mesmas solugdes em um modelo de avaliacdo ex
vivo de pulmdes de ratos.

A complacéncia pulmonar € um parametro importante e deve ser usado
desde que os ajustes do ventilador sejam mantidos constantes ao longo do
procedimento. Na lesdo de isquemia-reperfusdo, observa-se uma reducéo

da complacéncia pulmonar, devido a formacdo de edema alveolar e

intersticial. Em nosso trabalho, a anélise dessa variavel foi coerente com as
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varidveis descritas anteriormente: ndo houve diferenca da complacéncia

.54, o Perfadex® foi superior

entre os dois grupos. No estudo de Soares et a
ao LPD-G Nacional quando se avaliaram os parametros de mecanica
ventilatoria.

A hemodinamica pulmonar (presséao de artéria pulmonar e resisténcia
vascular pulmonar) é parte importante da avaliacdo funcional, porém esté
sujeita a outras variaveis como denervacdo pulmonar e presenca de
anastomoses. Logo, alteracbes hemodinamicas podem né&o refletir
necessariamente o grau de injuria de isquemia. Em nosso modelo de
reperfusdo ex vivo, a resisténcia vascular pulmonar foi a Unica variavel que
mostrou diferengca entre 0os grupos estudados, sendo maior nos pulmdes
preservados com Perfadex®. Como essa diferenca foi discreta (p = 0,035), é
possivel que tenha ocorrido somente pelo acaso, néo refletindo
necessariamente uma discrepancia entre as solucdes estudadas, uma vez

gue todos os outros parametros analisados foram semelhantes em ambos os

grupos.

6.5 Avaliacéo histologica

A isquemia pulmonar estd associada a uma série de alteracdes
histol6gicas, incluindo edema alveolar, ruptura e espessamento da
membrana alvéolo-capilar e hemorragia focal. Essas alterac6es podem ser
visualizadas tanto na microscopia de luz convencional quanto na

microscopia eletrénica. No entanto, os parametros histolégicos como medida
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da qualidade da preservacédo pulmonar tém algumas limitagbes, uma vez
que as mudancas estruturais sofridas pelo pulmdo durante o periodo de
isquemia tendem a ser heterogéneas e nao necessariamente se
correlacionam com a duragéo da isquemia ou com o dano funcional.

Optamos por fazer uma andlise semi-quantitativa em nosso estudo: um
patologista experiente via as laminas e classificava os achados (edema
alveolar, infiltrado inflamatério intersticial, hemorragia etc.) em ausente, leve,
moderado ou intenso. O escore resultante dessa analise era usado para
comparar os grupos estudados. Os dois grupos tinham o mesmo grau de lesao
tecidual, tanto apds o periodo de isquemia fria quanto apds a reperfusao. Varios
estudos experimentais publicados nas duas uUltimas décadas usaram esse tipo
de andlise para comparar solugdes de preservacéao.

Andlises de viabilidade celular sdo comuns em pesquisas sobre
preservacao pulmonar. A quantificacdo de células mortas tem sido feita com
0 uso do corante trypan-blue. Estudos da década de 1960 ja mostravam que
80% das células estavam vivas ap6s 48 horas de isquemia®’. No entanto,
havia pouca correlagdo entre a viabilidade celular e o grau de
comprometimento funcional. Mais recentemente, varios pesquisadores
passaram a estudar o mecanismo de morte celular e sua relagdo com a
lesé@o de isquemia reperfusdo. A deteccao de células apoptoticas é feita com
técnica de imunohistoquimica TUNEL — in situ terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) mediated deoxyuridine triphosphate nick end-labeling,
baseada na capacidade da enzima TdT de catalisar a adicdo de

desoxirribonucleotideo trifosfato ao terminal 3’-OH da fita de DNA.
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1.8 mostraram um aumento do namero de células

Fischer et a
apoptéticas em pulmdes humanos transplantados: ap6s 2 horas de
reperfusdo do enxerto, havia cerca de 35% de células apoptéticas. Esse
mesmo grupo, usando um modelo de transplante pulmonar em ratos,
demonstrou que havia uma associagdo entre o tempo de isquemia, a
quantidade e o tipo de morte celular e a funcdo dos enxertos apds o
implante®. Apés 6 e 12 horas de isquemia fria, havia menos de 3% de
células mortas. O percentual de células mortas aumentou para 10% apés 18
horas de isquemia fria e 27% apds 24 horas de isquemia. Depois da
reperfusdo, houve predominio de células apoptéticas nos grupos com
periodos mais curtos de isquemia (cerca de 30% de apoptose e menos de
2% de necrose), enquanto nos grupos com 18 e 24 horas de isquemia,
houve predominio de células necroéticas (21% e 29% respectivamente de
necrose, com menos de 1% de apoptose). A funcdo pulmonar (PaO,)
diminuiu significativamente com o aumento do tempo de isquemia. Houve

uma correlagdo negativa estatisticamente significativa entre o percentual de

células necraoticas e a funcdo do enxerto apds o implante.

Nos pulmdes avaliados em nosso trabalho, a quantidade de células
apoptéticas nas amostras examinadas era pequena, possivelmente devido
ao periodo de isquemia inferior a 12 horas e a reperfusédo de apenas 1 hora.
Comparando os dois grupos, a quantidade de células apoptoéticas foi
equivalente, tanto apds o periodo de isquemia fria, quanto depois da

reperfusao.
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6.6 Consideracdes finais

A despeito de todas as vantagens citadas anteriormente, o modelo de
perfusdo pulmonar ex vivo ndo simula completamente a reperfusdo que
ocorre in vivo. O uso de uma solugéo acelular minimiza os efeitos da lesao
de reperfusédo. A perfusdo com sangue permitiria simular a interagdo das
células circulantes com o endotélio pulmonar e todas as suas
consequéncias: ativacdo e migracdo de leucdcitos, ativacdo plaquetaria,
trombose, producao de citocinas e radicais livres de oxigénio. Isso explica
porque os valores médios do ELP em ambos os grupos séo relativamente
baixos. Optamos por ndo usar sangue humano, pois sua aplicacdo nesse
tipo de pesquisa acarretaria problemas éticos, além de elevar muito o seu
custo.

Outra limitagdo do nosso estudo € o curto periodo de reperfusédo (60
minutos). Atualmente, estamos trabalhando em estratégias para prolongar o
tempo de reperfusdo no modelo de PPEV. Uma delas é a anastomose de
uma canula no éatrio esquerdo para criar um circuito totalmente fechado,
gerando uma pressao levemente positiva no atrio esquerdo (5 mmHg). Essa
estratégia protege a microcirculacdo pulmonar, evitando o colapso das veias
durante a fase inspiratoria na qual o fluxo diminui.

Contudo, essas limitagdes ndo enfraquecem nossas conclusdes, pois
os resultados sdo consistentes e tém grande implicag&o clinica: a qualidade

da preservacao obtida com a solu¢do LPD-G Nacional ndo é inferior a obtida
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com o Perfadex®. Sendo assim, o0 uso dessa solucdo em pulmdes humanos
€ possivel e trara beneficios como o menor custo, o que facilitara a
manutencdo de Programas de Transplante Pulmonar ja existentes e a
abertura de novos centros.

O sistema de PPEV mostrou-se uma boa ferramenta para a realizacao
de estudos de preservacdo pulmonar para transplante. Futuras
investigagbes devem incluir a avaliacdo de novas estratégias de
preservagao, como a ventilagdo com perfluorocarbonos, a administracéo de
surfactante e a perfusdo ex vivo com antibiéticos, tromboliticos e outras
drogas. A inclusdo de aditivos a solucdo de preservacdo, como 0S
antioxidantes, pode dar origem a solucbes de preservacao ainda melhores

do que o Perfadex®.



7 CONCLUSAO
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A qualidade da preservacdo pulmonar obtida com a solugdo LPD-G
Nacional é semelhante a obtida com a solucdo Perfadex®. Em outras
palavras, a lesdo de isquemia-reperfusdo foi equivalente nos pulmodes

preservados com LPD-G Nacional e Perfadex.

Isso mostra que a solugéo de preservacao pulmonar fabricada no Brasil
pode ser usada na pratica clinica com sucesso, minizando o alto custo
associado ao transplante pulmonar e facilitando a abertura e organizacao de

novos centros.
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