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Resumo

MENEZES AQ. Estudo de pulmdes de ratos reperfundidos em um modelo experimental ex-
vivo: comparagdo entre duas solucdes de preservacdo (Perfadex® e Celsior®) [Tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S8o Paulo; 2013, 85p.

INTRODUCAO: A leséo de isquemia-reperfusdo continua sendo considerada a maior causa
de mortalidade relacionada ao transplante de pulméo e sua gravidade é influenciada por
diversos fatores, dentre eles, a preservacdo pulmonar. OBJETIVO: Comparar duas solugdes
de preservagao pulmonar, Perfadex® e Celsior®, quanto a capacidade de preservacdo de
tecido pulmonar isquémico. METODOS: Sessenta pulmdes de ratos preservados com
Perfadex®, Celsior® ou solucdo salina apds periodos de isquemia hipotérmica de 6 ou 12
horas, foram reperfundidos com sangue homologo em modelo experimental ex-vivo durante
60 minutos consecutivos. A cada 10 minutos os dados de gasometria, hematdcrito, mecéanica
ventilatéria, hemodinamica e peso do bloco cardiopulmonar foram registrados. Ao final da
reperfusdo o pulméo esquerdo foi pesado e acondicionado por 48h a 70°C para obtencdo da
razdo peso Umido/peso seco, bem como amostras de tecido pulmonar foram retiradas para
histopatologia, microscopia eletronica e TUNEL. A andlise estatistica incluiu a comparacéo
entre as solugdes e os tempos de isquemia, utilizando ANOVA e Kruskall-Wallis. O nivel de
significancia foi de 5%. RESULTADOS: A comparagéo entre as complacéncias de pulmdes
preservados com Celsior® e Perfadex® nos tempos de isquemia de 6 e 12 horas nédo
apresentou significancia estatistica (p=0,161 e p=0,316, respectivamente). Os pulmdes
submetidos a 6 horas de isquemia apresentaram complacéncia pulmonar superior aos de 12
horas (Perfadex® p=0,02; Celsior® p=0,019; Salina p=0,016). Os valores de pressdo arterial
pulmonar foram semelhantes entre as trés solu¢es nos dois tempos de isquemia, bem como
na comparacdo entre os tempos de 6 e 12 horas, independente da solugdo. A Capacidade
Relativa de Oxigenacdo ndo demonstrou diferenca estatistica entre as trés solugdes,
independentemente do tempo de isquemia. Na comparagdo entre os dois tempos de isquemia,
0 desempenho da oxigenacdo foi significativamente pior nos pulmdes preservados com
salina por 12 horas (p=0,001). A razdo peso Umido/peso seco ndo apresentou diferenca
estatistica significante entre as trés solucGes nos dois tempos de isquemia, porém na
comparagdo entre os tempos de isquemia, 0s pulmdes preservados com Perfadex®
apresentaram uma relacdo peso Umido/peso seco maior no tempo de isquemia mais longo
(p=0,001). A microscopia dptica, pulmdes preservados com salina apresentaram mais edema
que os demais, independentemente do tempo de isquemia. A avaliagdo da apoptose celular
através do método de TUNEL ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa na
comparacio entre os grupos. CONCLUSAO: Os pulmdes preservados com Perfadex® e
Celsior® apresentaram desempenho similar em relacdo as trocas gasosas e parametros
hemodinamicos e de mecanica ventilatoria. Os pulmdes preservados com Perfadex® por 12
horas apresentaram mais edema. Os achados histopatolégicos ndo diferiram entre 0s grupos
estudados.

Descritores: Transplante pulmonar; Preservagdo de 6rgaos; SolucGes para preservacao de
6rgdo; Modelos animais; Isquemia; Traumatismo por Reperfusio.



Summary




Summary

MENEZES AQ. Study of reperfused rat lungs in an ex vivo experimental model: comparison
of two preservation solutions (Perfadex® and Celsior®) [Thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2013, 85p.

INTRODUCTION: Ischemia-reperfusion injury remaisn the leading cause of mortality
related to lung transplantation. Its severity is influenced by several factors including lung
preservation. OBJECTIVE: To compare two lung preservation solutions, Perfadex® and
Celsior® and its ability to preserve ischemic lung tissue. METHODS: Sixty rat lungs were
preserved with Perfadex®, Celsior® or saline after a cold ischemic period of 6 or 12 hours
and were then reperfused with homologous blood in an ex vivo experimental model for 60
consecutive minutes. At 10-minute intervals during reperfusion of the heart-lung blocks, data
were collected for blood gases, hematocrit, mechanical ventilation, hemodynamic and the
heart-lung block weight was recorded. At the end of reperfusion, the left lung was weighed
and packaged kept at 70°C for 48h to obtain the wet-to-dry weight ratio. Lung tissue samples
were processed for histology, electron microscopy and TUNEL. Statistical analysis included
a comparison of the solutions and ischemic times, using ANOVA and Kruskal-Wallis. The
significance level was set at 5%. RESULTS: The comparison between the compliance of
lungs preserved with Celsior® and Perfadex® in ischemic times of 6 and 12 hours was not
statistically significant (p=0.161 and p=0.316, respectively). The lungs subjected to 6 hours
of ischemia showed higher lung compliance compared to 12 hours (p=0.02 Perfadex®;
Celsior® p=0.019; saline p=0.016). The pulmonary artery pressure values were similar
between the three solutions in two stages of ischemia and comparing the times of 6 and 12
hours, regardless of the solution. The Relative Oxygenation Capacity showed no significant
difference between the three solutions tested, regardless of the ischemic time. The
comparison between the two ischemic times showed that oxygenation capacity was
significantly worse in lungs preserved with saline for 12 hours (p=0.001). The wet-to-dry
weight ratio showed no statistically significant difference between the three solutions in both
ischemic times. However, when ischemic times were compared, Perfadex® showed greater
wet-to-dry weight ratio in lungs submitted to 12 hours of ischemia (p=0.001). Light
microscopy showed that lungs preserved with saline had more edema than the others,
regardless of the ischemic time. Assessment of apoptosis by the TUNEL assay showed no
statistically significant difference in the comparison between the groups. CONCLUSIONS:
The lungs preserved with Celsior® and Perfadex® performed evenly in regards to gas
exchange, hemodynamics and ventilatory mechanics. The lungs preserved with Perfadex®
for 12 hours were more edematous. Histopathology findings did not differ between the
groups.

Descriptors: Lung Transplantation; Organ Preservation; Organ Preservation Solutions;
Models, Animal; Ischemia; Reperfusion Injury.
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O transplante pulmonar é uma terapéutica estabelecida para doencas
pulmonares terminais™?. A média anual de transplantes realizados no mundo j
ultrapassou 3.500, em 2010°. Entretanto, a mortalidade e a morbidade relacionadas
ao transplante pulmonar continuam sendo significativas, sendo que a lesdo de
isquemia-reperfusdo permanece sendo a principal causa, ocorrendo entre 11% e 25%
dos receptores e sendo responsavel por 30% dos ébitos nos primeiros 30 dias ap6s o
transplante®”.

Trata-se de uma condicdo que ocorre tipicamente nas primeiras 72 horas
apos transplante e se caracteriza por lesdo alveolar inespecifica, edema pulmonar e
hipoxemia. Clinicamente, manifesta-se desde uma hipoxemia leve associada a
esparsos infiltrados pulmonares, até um quadro dramatico de sindrome de angustia
respiratoria aguda com necessidade de ventilacdo mecanica, terapia farmacoldgica e,
em alguns casos, uso de oxigenacdo extracorpérea por membrana®. Quando ocorre
com maior severidade clinica é chamada de Disfuncdo Priméaria do Enxerto,
aumentando significativamente a morbidade e mortalidade dos pacientes submetidos
ao transplante pulmonar.

A lesdo de isquemia-reperfusdo é uma forma de lesdo pulmonar aguda
decorrente da sequéncia de eventos iniciada com a morte cerebral do doador, seguida
pela isquemia pulmonar, preservacdo pulmonar, pelo transplante propriamente dito e
reperfusdo do enxerto’. Além do seu papel no aumento da morbidade e mortalidade
associada ao transplante de pulmao, ela também acarreta um risco aumentado de

rejeicéo aguda, a qual pode levar & disfuncdo de enxerto a longo prazo®.
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Além disso, ha evidéncias de que em doadores cadavéricos ha um aumento
da concentracdo de interleucina IL-8, tanto no lavado broncoalveolar quanto no
tecido pulmonar, havendo correlacdo com a incidéncia de lesdo de isquemia-
reperfusdo®. Sabe-se que os doadores cadavéricos estdo expostos a um somatério de
processos inflamatorios relativos a morte cerebral, entubacéo prolongada, episédios
de instabilidade hemodindmica e infec¢des, sendo que todos podem aumentar a
susceptibilidade do pulméo a lesdo de isquemia-reperfusao.

O uso de isquemia hipotérmica, apesar de ser fundamental na preservacdo
pulmonar, tendo em vista a diminuicdo da atividade metabolica e consequente
reducdo na taxa de degradacdo de componentes celulares essenciais®, também esta
implicado na sucessdo de eventos que propiciam a ativacdo de mediadores
inflamatdrios. Dentre estes eventos estd a inativacdo da bomba Na/K-ATPase com
consequente edema celular'®; o acimulo de oxidantes, principalmente devido a
resposta do endotélio, macréfagos e neutréfilos marginados a isquemia, levando aos
efeitos deletérios da peroxidacdo lipidica'’; & sobrecarga intracelular de calcio,
potencializando a ac&o dos radicais livres'?; & liberacdo de ferro livre, promovendo as
reacdes oxidativas e ativando a agregacdo plaquetaria’®; e, a inducdo de morte
celular, tanto na forma de necrose como na forma de apoptose, ambas associadas a
pior funcdo pulmonar ap6s a reperfusdo™.

A lesdo de isquemia-reperfusdo esta associada a morte celular em varios
sistemas organicos. Fischer et al. mostraram a correlagéo entre o grau de apoptose e a
lesdo de isquemia-reperfusdo, sendo que o papel das vias de morte celular
programada e sua relevancia no contexto do transplante pulmonar ainda sao

desconhecidos™®. Quadri et al. realizaram estudo com inibidores de caspase em
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modelo de transplante em ratos, demonstrando melhora da injdria de isquemia-
reperfusdo quando esta via da apoptose é bloqueada®®.

A presenca e gravidade da lesdo de isquemia-reperfusdo sao influenciadas
por varios fatores concernentes ao doador e as técnicas de preservacao.

Ao longo da histéria do transplante pulmonar, varias estratégias foram
empregadas buscando a prevencédo e o tratamento da lesdo de isquemia-reperfusao,
reduzindo de forma importante sua incidéncia®. Dentre tais estratégias estd a
utilizacdo e a otimizacdo de solucGes de preservacao do 6rgao doado.

A funcédo destas solucdes é a de proporcionar uma melhor conservacao da
integridade do 6rgdo apds a sua retirada, bem como melhor funcdo apos periodos
longos de isquemia, atuando, principalmente, através dos seguintes mecanismos:
reducdo do edema intracelular e extracelular; prevencdo da acidose intracelular;
reducdo do estresse oxidativo; restauracdo do metabolismo intracelular; além de
evitar o acumulo intracelular de calcio.

A metodologia utilizada para a validacdo destas solugdes baseou-se no
emprego de modelos de perfusdo pulmonar ex-vivo, cujo objetivo foi o de permitir
experimentacdes e medicdes nos tecidos vivos em um ambiente artificial e
controlado.

Os primeiros modelos de perfuséo pulmonar ex-vivo foram concebidos
inicialmente com a utilizacdo de pulmdes de coelhos, perfundidos com sangue
venoso homdlogo obtido por exsanguinacdo de animais da mesma espécie. Nesses
modelos foram realizados estudos para a determinacdo da temperatura ideal de
preservacdo, além de testes de solucbes de preservagdo pulmonar, o0s quais

estabeleceram muitos dos principios que, até hoje, norteiam as praticas de
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preservacdo pulmonar em uso clinico®®!"*®. A desvantagem desses modelos residia
na limitacdo da perfusdo, em cerca de 10 min, uma vez gque o sangue oxigenado pelo
bloco pulmonar ndo mais retornava ao circuito. Houve, entdo, a modificacdo para
sistemas similares em ratos, porém, esses modelos eram de dificil execucdo e
controle por utilizarem um animal colocado em paralelo ao circuito de perfuséo para

192021 Mais tarde, substituiu-se o animal

efetuar a desoxigenacdo do sangue
desoxigenador por um oxigenador de membrana, simplificando sobremaneira o
sistema, 0 qual tornou-se mais estavel, permitindo perfusbes prolongadas com a
avaliacdo de parametros hemodindmicos, de mecanica ventilatéria e de trocas
gasosas. O sistema de perfusdo ex-vivo atual permite a aquisicdo de dados em tempo
real com capacidade de armazenamento em computador, sendo comercializado com
0 nome de IL-2 - Isolated Perfused Rat or Guinea Pig Lung System (Harvard
Apparatus, Holliston, MA, EUA; Hugo Sachs Elektronik, Hugstetten, Alemanha).
Sua ampla gama de utilizacdo inclui: estudos de preservacdo pulmonar para
transplante; estudos de mecénica ventilatéria e de trocas gasosas em modelos de
injaria pulmonar aguda; avaliacdo funcional em modelos de doenca obstrutiva e
vascular induzidas; efeitos pulmonares remotos em doencas metabdlicas e
enddcrinas; metabolismo pulmonar de drogas; absor¢édo e efeitos de drogas e agentes
inalaveis; transporte de gases; alternativas de ventilagdo mecanica; entre outros?>?3,
Os principais tipos de solucdo de preservagdo utilizados ao longo da
evolugdo do transplante pulmonar incluem as solugbes intracelulares (alta

concentracdo de potassio e baixa concentragdo de sodio), tais como Euro-Collins e

Universidade de Wisconsin, e as solugdes extracelulares (baixa concentracéo de
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potassio e alta concentracdo de sddio), tais como LPD-Glicose (Perfadex®) e
Celsior®.

Historicamente, a solucdo Euro-Collins foi desenvolvida para a preservagédo
de rim, a da Universidade de Wisconsin para preservacao de figado e a Celsior® para
preservacdo do coracao. Perfadex® foi a Unica solucdo desenvolvida especificamente
para preservacao pulmonar, até 0 momento”.

As solucdes intracelulares foram as primeiras a serem desenvolvidas, tendo
sido utilizadas por cerca de duas décadas nos transplantes de 6rgaos, inclusive para o
pulmdo. A utilizacdo de solucBes de preservacdo extracelulares foi proposta
inicialmente por Fujimura et al.* no Jap&o, em meados da década de 1980, a partir
de estudos que demonstraram sua eficacia na preservacao de pancreas por até 72
horas. Estes autores demonstraram que esta solucdo extracelular modificada era
superior a Euro-Collins em promover uma preservacdo de enxertos pulmonares.
Outros grupos realizaram estudos comparando os dois tipos de solugdo, chegando a
conclusbes semelhantes. Mais tarde, outras solucdes extracelulares foram criadas
para a preservacao de 6rgdos solidos (como exemplo, UW, Low-potassium UW etc)
com seu uso adaptado & preservacio pulmonar®.

Atualmente, na grande maioria dos servicos de transplante pulmonar no
mundo, as Unicas solugOes utilizadas para preservacdo pulmonar na prética clinica
séo as solugdes do tipo extracelulares, Perfadex® e Celsior®. A Tabela 1 mostra a

composicao destas duas solucdes.
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Tabela 1. Composicao do Celsior® e Perfadex®

Celsior® Perfadex®
Na*, mmol/I 100 138
K*, mmol/l 15 6
Mg?", mmol/I 13 0,8
Ca®*, mmol/l 0,26 -
CI', mmol/l 41,5 142
S04%, mmol/l - 0,8
PO4%, mmol/I - 0,8
Histidina, mmol/Il 30 -
Dextran 40, % - 5
Manitol, mmol/I 60 -
Glicose, % - 0,91
Glutamato, mmol/I 20 -
Lactobionato, mmol/I 80 -
Glutationa, mmol/I 3 -

A solucdo Perfadex® tem como principais vantagens seu baixo teor de
potassio, 0 que parece ser menos lesivo a integridade estrutural e funcional das
células endoteliais, podendo levar a diminuicdo na producdo de oxidantes e
vasoconstritores, e a presenca de Dextran 40®, uma macromolécula capaz de
aumentar a pressdo oncotica e melhorar a capacidade de deformacdo das hemacias,
também prevenindo a agregacédo e induzindo a uma desagregacao eritrocitaria, além
de apresentar efeito antitrombético por agdo na superficie endotelial e plaquetéria.
Esses efeitos contribuem para melhorar a microcirculacdo pulmonar e preservam a
interface endotélio-epitélio, o que pode secundariamente reduzir o grau de
extravasamento de agua e protefnas no momento da reperfusao®.

A solucdo Celsior® possui em sua composi¢do varias substancias que
possuem acdo antioxidante, tais como histidina, manitol, lactobionato e glutationa®’.

Em meados da década de 1990, foram publicados estudos sobre o uso de Celsior® na
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preservacdo pulmonar, com relatos de bons resultados em comparacdo tanto com
solugdes intracelulares, quanto com o Perfadex®, notadamente com a utilizacdo de
tempo de isquemia curto®. Varios centros de transplante pulmonar, sobretudo
europeus, utilizam Celsior® na preservacdo pulmonar, a despeito de ter sido uma
solucdo criada visando o metabolismo cardiaco.

Apesar dos estudos ja realizados, permanece controversa a superioridade de
uma solucdo sobre a outra quanto a capacidade de proporcionar a mais satisfatoria
preservacgao pulmonar.

Buscamos, neste estudo, comparar as duas solucdes, utilizando um modelo
de perfusdo ex-vivo com o objetivo de esclarecer duvidas e controvérsias quanto ao
desempenho de ambas na preservacao pulmonar pds-isquemia.

Acrescentamos como justificativa deste estudo o fato de os dois principais

2829 terem utilizado

trabalhos realizados em um modelo experimental semelhante
tempos de isquemia muito curtos, duas e quatro horas. Além disso, pesa também o
fato de que o Servico de Transplante Pulmonar do INCOR-HC-FMUSP utiliza o
Perfadex® como solucdo de preservacdo em vista da experiéncia de outros servi¢os
de transplantes na América do Norte. Entretanto, uma vez que entraves burocraticos,
atrasos de importacdo e eventuais auséncias desta solucdo no mercado nacional
podem eventualmente causar a suspensdo da realizagdo de transplantes por esse

Servigo, faz-se necessario avaliar o uso da solugdo Celsior® como uma opcao a falta

da solugéo Perfadex®.



2 Objetivos




Objetivos 10

2.1 Geral

Comparar duas solugdes de preservacao pulmonar, Perfadex® e Celsior®,
quanto a capacidade de preservagao de tecido pulmonar isquémico, utilizando um

modelo experimental para perfusao de pulmdes isolados de ratos.

2.2 Especificos

e Avaliar o desempenho pos-reperfusdao dos pulmdes preservados com
Celsior® ou Perfadex® no que se refere as trocas gasosas,
hemodinamica, mecénica ventilatoria e edema;

e Comparar os achados histopatologicos pos-reperfusdao dos pulmdes

preservados com Celsior® ou Perfadex®.



3 Revisao da Literatura
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3.1 Preservacao pulmonar

A isquemia € caracterizada pela auséncia de fluxo sanguineo fisiologico no
0rgdo, o0 que € inevitavel a partir do momento em que este é retirado do corpo. Essa
auséncia de fluxo leva a alteracGes celulares que podem resultar em disfuncéo
temporéaria ou permanente apos o implante. O papel da preservacdo pulmonar € o de
minimizar os efeitos da isquemia, mantendo a integridade funcional e morfologica do
pulmao, resultando em uma melhor funcéo pulmonar ap6s o implante.

A busca por métodos capazes de amenizar os efeitos deletérios da isquemia
sempre foi uma constante na historia do transplante de érgdos e, mais ainda, na
historia do transplante de pulméo, em vista da alta susceptibilidade deste aos danos
isquémicos. Apresentaremos abaixo 0s principais métodos utilizados para a

preservacdo pulmonar relatados na literatura:

3.1.1 Hipotermia

Estudos realizados em cdes, desde a década de 1950, revelaram que o grau
de lesdo pulmonar era proporcional ao tempo de isquemia, demonstrando que 0s
pulmdes toleravam mal periodos superiores a 90 minutos de isquemia normotérmica
e que pulmdes submetidos a mais de uma hora de isquemia “quente” evoluiam com

disfuncéo severa™. A hipotermia reduz a atividade metabélica de tal modo que a
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viabilidade celular pode ser mantida em face da isquemia (5% da taxa metabolica a
37°C)*. Em vista destes achados, a hipotermia tornou-se a base da maioria dos
métodos de preservacdo pulmonar.

Um dos métodos utilizados foi o uso do resfriamento topico, ou seja, a
imersdo do pulmdo em solucdo hipotérmica. Essa tatica resultou de estudos
experimentais da década de 1960, que demonstraram que o resfriamento dos pulmdes
isquémicos resultava em melhor funcdo pulmonar apés o transplante®’. Esse foi o
método de preservacdo utilizado pelo grupo de Toronto nos seus primeiros casos de
transplante de pulmao, o que possibilitou tempos de isquemia de até 5 horas*?.

O resfriamento do doador em circulacdo extracorporea (CEC) foi um
método de preservacdo usado por alguns grupos. Consistia em colocar o doador em
CEC (uma canula na aorta ascendente e outra canula no atrio direito) e resfria-lo até
10°C. O problema do método era a sua complexidade, que incluia a necessidade de
um dispositivo de CEC e um perfusionista treinado. Além disso, o resfriamento dos
pulmdes era lento, ja que durante a CEC, o fluxo sanguineo dos pulmdes s6 ocorria

através das artérias bronquicas®>.

3.1.2  Perfusdo anterdgrada da artéria pulmonar

A perfusédo anterdgrada da artéria pulmonar (single flush perfusion) consiste
na infusdo de aproximadamente 60 ml/kg de uma solucdo de preservagéo 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%.
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1.% e Sacks et al.*® demonstraram que o0 método de preservagdo

Collins et a
baseado na perfusdo do 6rgdo era capaz de proteger os rins da injdria de isquemia por
até 72 horas. A possibilidade de que esse método funcionasse para preservagédo
pulmonar foi confirmada em trabalhos posteriores®’. Apoiados por essas evidéncias,
e por seus proprios trabalhos experimentais em primatas, o grupo de Stanford usou a
perfusdo da artéria pulmonar com a solugdo Euro-Collins no seu programa pioneiro
de transplante coracdo-pulméo, no inicio da década de 1980, obtendo excelentes
resultados®.

A vantagem da técnica € a sua simplicidade e também a facilidade de
execucdo, permitindo um resfriamento réapido, eficiente e uniforme dos pulmdes™.
Locke et al. compararam a técnica de resfriamento topico com a perfusdo da artéria
pulmonar com Euro-Collins em um modelo de alotransplante pulmonar unilateral em
cdes, apds 6 horas de isquemia. Eles concluiram que a perfusdo com Euro-Collins
produzia um resfriamento mais rapido e eficiente, resultando em excelente

desempenho pulmonar®. A perfusdo anterégrada da artéria pulmonar é o método

mais usado atualmente em todo o mundo, nos transplantes clinicos.

3.1.3  Perfusao retrégrada da artéria pulmonar

A perfusdo pulmonar retrégrada consiste na administracdo da solucdo de
preservacao através do apéndice atrial esquerdo ou das veias pulmonares, usualmente
250 ml para cada uma, com drenagem do efluente através da artéria pulmonar. As

primeiras descri¢fes desta técnica foram feitas por Sarsam et al.*% (1993) e Varela et
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al.*! (1996). Esta via de perfusdo tem a vantagem de perfundir tanto a circulacéo
pulmonar quanto a circulagdo brénquica, o que potencialmente proporciona uma
limpeza mais efetiva das células sanguineas presentes nos capilares e uma melhor
distribuicdo da solugdo ao longo da arvore traqueobrénquica. Adicionalmente, tem
ainda a vantagem de remover coagulos e émbolos presentes nas artérias pulmonares.
Experimentalmente, alguns autores compararam 0 uso da via retrégrada
com a anterograda e evidenciaram que a perfusdo retrograda proporcionou uma
melhor preservacdo pulmonar®®“®. Entretanto, a combinacéo de ambas as técnicas
parece oferecer uma funcdo pulmonar mais satisfatdria, e muitos centros de
transplante combinam uma perfusdo anterograda seguida de uma perfusdo

retrograda®’.

3.1.4  Temperatura da solucdo de preservacao

Wang et al.*®

(1989), em um estudo com coelhos em um modelo de perfusdo
pulmonar ex-vivo, no qual os pulmdes foram perfundidos com sangue, concluiram
que a preservagdo pulmonar a 10° C é superior a preservacgéo a 15 ou 4°C. Em uma
publicacdo de 1993*° esses mesmos autores, empregando 0 mesmo modelo
experimental, porém utilizando a solu¢do LPD, concluiram que a perfusdo pulmonar
com solucédo de preservacdo a 23°C resultou em funcdo pds-isquémica superior a
perfusdo com solucdo a uma temperatura de 10°C.

Shiraishi et al.*® (1994), estudando os efeitos da temperatura em pulmdes de

ratos, perfundidos com solucdo salina em um modelo de perfusdo pulmonar ex-vivo,
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concluiram que os pulmdes perfundidos com solugdo a temperatura de 12°C
apresentaram valores de pressdo de artéria pulmonar inferiores aos pulmdes
perfundidos a 10°C.

A despeito destas evidéncias em modelos experimentais, e engquanto a
temperatura ideal para a solucdo de preservacdo pulmonar continua sendo discutida,
a maioria dos centros usam uma temperatura de perfusdo de 4° a 8°C*. O que
sabemos ao certo € que a preservacdo a temperaturas frias continua a ser um

importante componente da preservacdo pulmonar®.

3.1.5 Volume da solucéo de preservacao

O volume de solucédo de preservacdo requerido para a limpeza adequada das
células sanguineas da vasculatura pulmonar, e para otimizar a funcdo do enxerto, é
dependente do tamanho do 6rgéo e da taxa de fluxo de perfusdo®. Haverich et al. *?
(1986) constataram que um volume de solucdo de 60 ml/Kg administrado a uma alta
taxa de fluxo melhorou o resfriamento pulmonar e a funcdo poés-operatoria do
enxerto. Embora Steen et al.>® (1993) tenham recomendado volumes em torno de 150
ml/Kg, ndo foram observadas vantagens tdo significantes em comparagdo ao uso de
60 ml/Kg de volume.

Usualmente, na pratica clinica, em torno de 60 ml/Kg de solucdo de
preservacdo sdo infundidos, em um tempo de 15 a 20 minutos, apds a extracdo
pulmonar, limpando satisfatoriamente os pulm@es de células sanguineas e

refrigerando uniformemente o 6rgao>">*.
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3.1.6  Pressdo de infusdo da solucdo de preservacao

Os dados cientificos referentes a pressdo de artéria pulmonar ideal para
infusdo da solucdo de preservacdo sdo limitados. A pressdo necessaria para completa
lavagem do leito vascular deve ser balanceada com as possibilidades de danos a

vasculatura pulmonar de baixa pressdo®’. Sasaki et al.*

(1996) avaliaram, em um
modelo de perfusdo pulmonar ex-vivo em coelhos, a pressdo de artéria pulmonar
para infusdo da solucdo de preservacdo (200 ml de solucdo tipo extracelular) e
observaram que uma pressdao de 10 a 15 mmHg proporcionou funcdo pulmonar
significativamente melhor do que infusbes a pressdes de 20 e 25 mmHg. Tanaka et
al.>® (1998), utilizando um modelo experimental semelhante e estudando a funcéo do
oxido nitrico no pulmao preservado, concluiram que a pressdo de infusdo deve ser

inferior a 20 mmHg. Tipicamente, a pressdo atualmente empregada € de 10 a 15

mmHg, ndo devendo exceder uma pressdo maxima de 22 mmHg.

3.1.7 Insuflacédo e ventilacdo pulmonar durante preservacao

O estado de insuflagdo pulmonar durante a perfusdo arterial e
armazenamento provavelmente tem um significativo impacto na fun¢do do pulméo
) 57 A . . . .
pos-transplante®’. Trés mecanismos primarios parecem contribuir para o efeito
protetor da insuflagdo: a manutencdo de um metabolismo aerdbico eficiente; a
preservacdo da integridade do surfactante pulmonar; e a melhora do transporte do

fluido epitelial.
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Puskas et al.>® (1992) demonstraram que pulmdes caninos perfundidos com
solucdo Euro-Collins modificada e armazenados em um estado de hiperinsuflacédo
proporcionaram uma funcdo pulmonar poés-transplante mais satisfatéria apds 30
horas de isquemia, quando comparados com pulmdes armazenados com baixos
volumes pulmonares. Entretanto, Haniuda et al.>® (1996) observaram, em pulmdes de
coelhos perfundidos com 200 ml de solugcdo LPD, que a hiperinsuflagdo produz o

aumento da permeabilidade capilar pulmonar. DeCampos et al.®°

(1998) concluiram,
utilizando um modelo de perfusdo pulmonar em ratos, que a insuflacdo pulmonar
ideal é de 50% da capacidade pulmonar total para evitar hiperdistensdo. Esse € o
parametro usualmente empregado na pratica clinica atual, associado a uma insuflacéo

limitada a uma pressdao de via aérea de 20 cmH20 e uma fracdo inspirada de

oxigénio (FiO2) na faixa de 30 a 50%.

3.1.8 Infusédo de prostaglandinas

Puskas et al.®*

(1992) observaram que a infusdo de prostaglandina E1 como
pré-tratamento do pulmédo doado evidenciou uma atividade vasodilatadora que
compensava a vasoconstricdo induzida pela isquemia fria e proporcionava uma
perfusdo mais efetiva do 6rgao.

Estudos posteriores, como os de Perrot et al.®* (2001) e Gohrbandt et al.®®
(2005), encontraram propriedades adicionais das prostaglandinas, particularmente a

de regulacdo das citocinas pro-inflamatdrias, que é provavelmente a mais importante

no combate a injaria de isquemia-reperfusao.
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Atualmente, muitos centros rotineiramente injetam solucGes de
prostaglandinas na artéria pulmonar para auxiliar na perfusdo do 6rgdo e na

prevencdo dos danos pds-reperfusao.

3.1.9  Solucdes de preservacao pulmonar

Além da hipotermia, que proporcionava a diminuicdo do metabolismo
celular, fazia-se necessario o fornecimento de substratos metabdlicos para o 6rgédo
isquemiado. Foram entdo criadas as solugdes de preservacéo.

As primeiras solucbes de preservacao pulmonar utilizadas eram do tipo
intracelular, sendo a Euro-Collins a principal solu¢cdo empregada nos primeiros
transplantes de pulmao.

Estudos experimentais e clinicos tém favorecido o uso de solucGes
extracelulares, baixa concentracdo de potassio e alta concentracdo de sédio, sobre o
de intracelulares na preservacdo pulmonar. Como exemplos de solucdes
extracelulares temos: LPD-Glicose (Perfadex®), solu¢do de Cambridge, Celsior® e
Papworth.

Com base nestes estudos, as solugcOes extracelulares séo, atualmente, as mais
utilizadas na préatica clinica dos transplantes pulmonares, sendo que, como ja
mencionamos acima, as solugdes Perfadex® e Celsior® sdo as mais utilizadas em

todo o0 mundo.
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3.1.9.1 LPD-Glicose (Perfadex®)

Em 1989, Keshavjee et al. * demostraram que a associacdo de baixas
concentracdes de potassio e Dextran 40® promoviam melhor funcdo pulmonar apés
isquemia de 12 horas quando comparada a Euro-Collins em um modelo canino. Apds
esses experimentos, Date et al. “observaram, em 1993, que a adigdo de glicose a 1%
provia um substrato para o metabolismo aerdbico possibilitado pela insuflacédo
pulmonar, acarretando um aumento do tempo de isquemia em cées para 24 horas.

Em 1993, Steen et al.?® buscaram avaliar a solucéo Perfadex®, utilizando
pulmdes de porcos preservados nesta solugdo por um tempo de isquemia fria de 24
horas seguida de transplante pulmonar Gnico combinado com imediata
pneumonectomia contralateral. Concluiram que a solucdo Perfadex® demonstrou
excelente funcdo pulmonar ap6s um periodo de reperfusdo de 24 horas. Desta forma,
ampliaram os resultados obtidos em publicacdo anterior (1993), em que o tempo de
isquemia utilizado foi de 12 horas®®.

Uma das primeiras publicacGes a apresentar resultados do uso do LPD-
Glicose na pratica clinica foi feita por Mller et al.*”, do Munich Lung Transplant
Group, em 1999, no qual os autores analisaram 80 pacientes submetidos a transplante
pulmonar, sendo 48 perfundidos com Euro-Collins e 32 com LPD-Glicose. Eles
observaram que, apesar de um tempo operatério significativamente mais longo e um
maior tempo de isquemia, uma melhora global da funcéo inicial do enxerto foi obtida
no grupo LPD-Glicose. Eles concluiram, portanto, que os efeitos benéficos do LPD-
Glicose, como observado em estudos experimentais prévios, podiam também ser

obtidos no transplante pulmonar clinico.
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Fischer et al.>*, do Toronto Lung Transplant Program, em 2001, animados
com a experiéncia inicial com o uso do LPD-Glicose iniciado por eles em 1998,
compararam 0 uso desta solucdo com a Euro-Collins em 94 procedimentos de
transplante pulmonar em humanos, utilizando como end point primario a funcao
inicial do enxerto na chegada do paciente a unidade de tratamento intensivo, sendo
essa funcdo avaliada pela razdo entre a pressao arterial de oxigénio e a fragédo
inspirada de oxigénio (PaO2/F102). E, como end point secundario, eles utilizaram o
escore de APACHE na chegada do paciente a unidade de tratamento intensivo e 30
dias ap0s o paciente ter sido submetido ao transplante coragcdo-pulmao ou pulmonar
bilateral. Eles observaram que o0s enxertos preservados com LPD-Glicose
demonstraram melhor funcdo pulmonar na fase inicial pds-transplante do que os
preservados com Euro-Collins, apesar do maior tempo de isquemia dos pulmdes
preservados com LPD-Glicose.

Striiber et al.*®, da Hannover Medical School, Alemanha, também no ano de
2001, publicaram sua experiéncia inicial com o uso do LPD-Glicose na prética
clinica, comparando 51 pacientes transplantados com preservacdo pulmonar por
LPD-Glicose a um grupo-controle histérico de 55 pacientes que haviam sido
transplantados com o uso da solugdo entdo em uso, a Euro-Collins. Eles observaram
que houve uma diminuicdo da mortalidade peri-operatéria e da morbidade dos
pacientes transplantados com a substituicdo do protocolo de preservagdo pulmonar
com Euro-Collins para LPD-Glicose.

Torres et al.®

(2009), com o objetivo de avaliar o efeito potencial de LPD
no estresse oxidativo quando administrado na circulacdo periférica, utilizando um

modelo com ratos, concluiram que a injdria de isquemia-reperfusdo, quando mediada
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por espécies ativas de oxigénio, pode ser atenuada pelo uso do LPD administrado
sistemicamente. Da mesma forma, em outra publicacdo (2008), utilizando o mesmo
modelo, os autores observaram um declinio na peroxidacao lipidica imediatamente
apos a reperfusdo, sugerindo uma resposta adaptativa ou um efeito protetor do LPD
contra este efeito’®.

A introducdo da solucdo LPD-Glicose apds sua descri¢do original ha duas
décadas foi gradual, a despeito de seus resultados experimentalmente terem sido

superiores & maioria das outras soluges® ™.

3.1.9.2 Celsior®

Celsior® é uma solucdo do tipo extracelular desenvolvida para uso em
transplante cardiaco. Uma das primeiras publicacdes sobre 0 seu uso na preservagédo

cardiaca foi feita por Menasché et al.”

em 1994. Nesta mesma década surgiram
varios trabalhos demonstrando a eficacia desta solucdo também na preservacao de
tecido pulmonar.

Em 1995, Reignier et al.”®, utilizando um modelo de perfusdo pulmonar
isolada em ratos, mostraram uma reducgdo significativa na lesdo de isquemia-
reperfusdo induzida por aumento da permeabilidade da microvasculatura pulmonar
com o uso da solucdo Celsior® quando comparada a solu¢do Wallwork. No entanto,
este estudo careceu de qualquer avaliacdo de troca gasosa como 0 mais importante

indicador de funcdo do enxerto pds-isquemia.

Barr et al.”* (1997) e Wittwer et al.” (1999), também utilizando um modelo
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de perfusdo pulmonar isolada em ratos, encontraram resultados semelhantes
avaliando a troca gasosa sanguinea com um significante aumento na capacidade de
oxigenacdo de pulmdes preservados com Celsior® quando comparados com a
solucéo Euro-Collins.

Xiong et al.?” (1999) utilizaram um modelo in vivo de transplante pulmonar
alégeno em ratos, e constataram a eficacia da solucdo Celsior® como solucdo de
preservacdo de enxertos pulmonares, inclusive sugerindo, em vista do uso
estabelecido desta solucdo na preservacao cardiaca, Celsior® como solucéo unificada
para preservacao de 6rgaos toracicos.

Fehrenbach et al.”® (1999) publicaram um estudo, também utilizando um
modelo de perfusdo pulmonar isolada em ratos, no qual concluiram que a
preservacdo com a solucdo Celsior® em comparacdo com Euro-Collins e com
Celsior® associado a prostaciclina, resultou em melhores parametros de preservagédo
pulmonar. Defendem, portanto, que a solucdo Celsior® tem promissoras vantagens
na preservacao clinica de pulmaes.

Roberts et al.”’

(1999) concluiram que a solucdo Celsior® proporcionou
melhor preservacdo pulmonar do que a Euro-Collins ou a da Universidade de
Wisconsin, demonstrada por aumento da oxigenacdo, declinio da permeabilidade
capilar e melhora da complacéncia, avaliando pulmdes de ratos submetidos a 6 ou 12
horas de isquemia e reperfundidos por 90 minutos em um modelo ex-vivo. Esses
resultados foram considerados relevantes, uma vez que Euro-Collins e Universidade
de Wisconsin eram as mais comuns solu¢des de preservacdo pulmonar utilizadas

clinicamente na época.

D’armini et al.”® (2001) realizaram um importante estudo clinico
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randomizado e prospectivo, comparando Celsior® com a solucéo da Universidade de

Wisconsin e constataram a validade do Celsior® como solucdo de preservacao

pulmonar em transplantes clinicos com tempos de isquemia superiores a 8 horas.
Atualmente, muitos centros de transplante pulmonar, principalmente na

Europa, utilizam a solucéo Celsior® rotineiramente em seus transplantes clinicos.

3.1.9.3 Estudos comparando Perfadex® e Celsior®

Wittwer et al.®® (1999) em um estudo avaliando comparativamente as
solucdes Perfadex® e Celsior® em relagdo ao impacto do tempo de isquemia na
funcdo pulmonar pdés-isquémica precoce, em um modelo de perfusdo pulmonar
extracorpOrea em ratos, concluiram que ambas as solu¢des promoveram suficiente
preservacdo da funcdo pulmonar apds periodos curtos de isquemia (duas horas).
Entretanto, apds um tempo de isquemia maior (quatro horas), a solucdo Perfadex®
demonstrou significativa deterioracdo da funcdo do enxerto quando comparada com
a solucdo Celsior®, a qual evidenciou resultados superiores em termos de capacidade
de oxigenacao.

Um estudo realizado por esses mesmos autores e publicado em 20007,
utilizando um mesmo modelo de perfusdo extracorpdrea em ratos, concluiu que a
solugéo Celsior® proporcionou melhor preservagdo pulmonar do que a solugéo
Perfadex® quando administrada anterogradamente. A aplicacdo retrégrada da

solugéo Perfadex® resultou em significativa melhora funcional quando comparada
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com a sua aplicacao pela via anterograda, atingindo o padrdo de protecdo oferecido
pela solucéo Celsior® neste estudo.

Diferentemente das duas publicaces mencionadas acima, nosso estudo
utiliza um modelo de perfusdo pulmonar ex-vivo mais moderno, submete os pulmdes
a um tempo de isquemia bem maior (6 e 12 horas) e analisa mais parametros do que
os analisados pelos referidos trabalhos.

Sommer et al.”

(2004), em seu estudo comparando as solucdes LPD e
Celsior® em pulmdes de porcos transplantados apds 24 horas de isquemia fria,
concluiram que a solucdo Celsior® promoveu visivel melhora da funcdo do enxerto
pos-isquemia, quando comparada a solu¢do LPD. Edema pulmonar e elevacdo da
resisténcia vascular pulmonar mostraram-se mais pronunciados no grupo LPD
quando comparados ao grupo Celsior®. Parametros cruciais de funcdo pulmonar,
como oxigenacdo arterial, funcdo endotelial e atividade surfactante, permaneceram
preservados com a solucdo Celsior® e mostraram uma tendéncia a serem melhorados
guando comparados aos pulmdes preservados com LPD.

Wittwer et al.®

(2005), utilizando pulmdes de porcos e comparando as duas
solucdes apo6s um periodo de isquemia fria de 27 horas, concluiram que pulmdes
preservados com a solucdo Celsior® apresentaram resultados desastrosos, com 100%
de mortalidade devido a injaria de isquemia-reperfusao letal com faléncia de camara
cardica direita e extenso edema intrapulmonar. Em contraste, a solu¢do Perfadex®
proporcionou suficiente preservacdo pulmonar mesmo apos este periodo extenso de
isquemia. Neste estudo, eles compararam também as vias de administragdo

anterograda e retrograda, e concluiram que a administracdo retrograda da solucdo

Celsior® ndo melhorou a qualidade de preservagdo atingida com esta solugéo,
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considerando-a imprépria para a preservacao de pulmdes submetidos a periodos
prolongados de isquemia. Ja a solucdo Perfadex® administrada por via retrograda
resultou em significativa melhora funcional e histoldgica quando comparada com a
perfusdo anterdgrada.

Miihlfeld et al.®* (2007), em um estudo em porcos, com tempo de isquemia
de 27 horas e reperfusdo por 6 horas, comparando a influéncia do Perfadex® e
Celsior® nas alteraces morfoldgicas induzidas pelo mecanismo de isquemia-
reperfusdo, evidenciaram que a solucdo Perfadex® efetivamente previne a formacao
de edema intra-alveolar, septal e peribroncovascular, bem como os danos a barreira
alvéolo-capilar durante o episodio de isquemia-reperfusdo. Concluiram, ainda, que a
solucdo Celsior® ndo foi efetiva em preservar o pulmao das injurias morfoldgicas
deste mecanismo.

Em um estudo comparando as solugdes Perfadex® e Celsior® em relacdo a
capacidade de protecdo vascular pulmonar na microcirculacdo, através de avaliacdo
eletrofisiologica celular e mecanica, utilizando vasos de pulmdes de porcos, WU et
al.®? (2009) evidenciaram que, em relacio ao relaxamento da musculatura lisa
pulmonar endotélio-dependente e hiperpolarizacédo, a solu¢do Perfadex® é superior a
Celsior® tanto no nivel celular quanto no vascular.

Pizanis et al.®®

(2011), em um estudo avaliando a injuria produzida pela
isquemia fria em células epiteliais pulmonares humanas e o papel de prevencéo desta
injuria pela adicdo de quelantes de ferro as solugdes de preservacao, observaram que
a solucdo Perfadex® comparada a solucdo Celsior®, entre outras, foi a Unica que

demonstrou superioridade marginal em proporcionar uma protecdo adequada,

possivelmente devido ao seu componente Dextran®. Entretanto, na presenca de
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quelantes de ferro, a solucdo Perfadex® pareceu ser inferior as outras solucbes na
prevencdo da injuria produzida pela isquemia fria.

Podemos observar, por esses estudos, que ainda persistem controvérsias em
relacdo a superioridade de uma solucéo sobre a outra, Perfadex® e Celsior®, quanto

ao desempenho mais satisfatorio na preservacao do tecido pulmonar isquémico.



4 Meétodos
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4.1 Animais e grupos

Os animais receberam o0s cuidados de acordo com os Principles of
Laboratory Animal Care formulados pelo National Society for Medical Research e o
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, preparado pelo Institute of
Laboratory Animal Resources e publicado pelo National Research Council of the
National Academy Press 1996, p. 1-35.

Ratos machos da raca Wistar-Furth, pesando entre 200 e 4509, foram
fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo (FMUSP). Os animais foram operados no Laboratorio de Pesquisa em Cirurgia
Toracica (LIM61). Os grupos foram divididos conforme os tempos de isquemia, em
6 horas e 12 horas, e quanto ao tipo de solucdo de perfusdo utilizada: Perfadex®
(Vitrolife, Kungsbacka, Suécia), Celsior® (Genzyme, Franca) e solucéo fisioldgica a
0,9% (Baxter, Brasil). A solucdo fisiologica 0,9% foi utilizada neste estudo como

grupo controle. A Figura 1 mostra a distribui¢do dos animais em grupos.
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Figura 1. Distribuicdo dos animais em grupos de acordo com o perfusato utilizado
para a preservacao e o tempo de isquemia

4.2 Extracéo do bloco cardiopulmonar e isquemia fria

Ap0s anestesiados com tiopental sodico (50mg/kg por via intraperitoneal),
os animais foram pesados e colocados na prancha de preparagdo, entdo procedeu-se a
exposicdo cirdrgica da traqueia cervical, traqueostomia e inicio da ventilacdo
mecanica (ar ambiente; VC=10ml/kg peso; FR=70 ciclos/min; e PEEP=1 cmH,0)
com uso de ventilador mecanico de roedores (Harvard Apparatus 1L-2®). Em seguida
foi realizada uma laparotomia com exposicdo da veia cava inferior, pela qual foram
administradas 1.500 Ul de heparina para anticoagulacdo. O diafragma foi aberto
radialmente e a caixa toracica foi exposta através de uma esternotomia, seguida de
timectomia. A veia cava supradiafragmatica foi exposta apds sec¢do do ligamento

pulmonar inferior. O ventriculo direito foi seccionado de modo adjacente a arteria
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pulmonar. Em seguida foram seccionados a veia cava inferior e o ventriculo
esquerdo. A artéria pulmonar foi canulada através da ventriculotomia direita e 0s
pulmdes perfundidos por via anterograda com 20 ml de solucdo hipotérmica a 4°C,
administrada por gravidade a partir de um reservatério posicionado 10 cm acima do
coracdo, com drenagem do efluente pela ventriculotomia esquerda. As solugcbes
foram perfundidas, de acordo com a randomizacao por sorteio (Perfadex®, Celsior®

ou solucao fisiologica a 0,9%) (Figura 2).

Figura2. Canulacdo da artéria pulmonar através de ventriculotomia direita (seta
amarela) e perfusdo pulmonar anterograda com drenagem do efluente
pela ventriculotomia esquerda (seta azul)
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Ao término da perfusao, a traqueia foi ocluida por ligadura abaixo da canula
e seccionada com os pulmdes insuflados. Procedeu-se, entdo, a extracdo do bloco
cardiopulmonar em sentido craniocaudal a partir do estreito cérvicomediastinal por
tracdo anterior e inferior da traqueia com disseccdo desta do mediastino posterior
(Figura 3). O bloco foi removido e acondicionado em recipiente contendo a mesma
solucdo utilizada para perfusdo e armazenado a 4°C por 6 ou 12 horas, conforme

randomizacéo por sorteio .

Figura 3. Extragdo do bloco cardiopulmonar em sentido craniocaudal. A traqueia
(seta azul) foi ocluida por ligadura abaixo da canula para manter os
pulmdes insuflados (seta amarela)
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4.3 Reperfusdo

Trinta a quarenta minutos antes da reperfusdo, trés animais foram
anestesiados, submetidos a laparotomia para exposicdo da veia cava inferior, a qual
foi puncionada para heparinizacdo (1.500 Ul) e coleta de sangue. O sangue retirado
foi diluido em soro fisioldgico a 0,9% para obter-se 80 ml de solugdo sanguinea com
hematocrito entre 15 e 20%, sendo entdo colocada em reservatério aquecido e
circulado no aparelho de perfusdo ex-vivo IL-2 Isolated Perfused Rat or Guinea Pig
Lung System (Harvad Apparatus, Holliston, MA, EUA; Hugo Sachs Elektronic,

Hugstetten, Alemanha) para preenchimento do sistema (Figura 4).

Afcagpara
adaptaCio do
bioco
..‘ @ cardigpulimanar

Figura 4. Sangue coletado e aquecido, circulando no aparelho de perfusédo ex-vivo
IL-2 (Isolated Perfused Rat or Guinea Pig Lung System) para
preenchimento do sistema
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O bloco cardiopulmonar foi preparado para ser adaptado ao aparelho,
iniciando-se com a recanulacdo da traqueia com o adaptador para o sistema de
ventilacdo e a instalacdo de cénula no atrio esquerdo através da ventriculotomia
esquerda, realizada durante a extracdo do bloco, e mantida no local por sutura em
“U” com fio de nylon 4.0. Um fio inabsorvivel foi posicionado no seio transverso e
um né ndo ajustado foi mantido. Em seguida o bloco cardiopulmonar foi conectado
ao aparelho de perfusdo ex-vivo IL-2 Isolated Perfused Rat or Guinea Pig Lung
System (Harvad Apparatus, Holliston, MA, EUA; Hugo Sachs Elektronic,
Hugstetten, Alemanha) atraves de: fixacdo da canula traqueal a extremidade do
ventilador; canulacdo da artéria pulmonar pela ventriculotomia direita, realizada
durante a extracdo do bloco, e fixacdo desta pelo ajuste do no previamente
posicionado no seio transverso; inicio da perfusdo com preenchimento da canula da
artéria pulmonar, bloco cardiopulmonar e cénula do atrio esquerdo com sangue
desoxigenado durante passagem pelo desoxigenador de membrana (Medisulfone®
D150 Hemofilter, Medica, Medolla, Italia) com 0,245 m? de é4rea de contato e
recebendo continuamente uma mistura gasosa com 90% de N, e 10% de CO, a um
fluxo de 200 a 300 ml/min; e, por ultimo, conexdo da canula do atrio esquerdo ao
aparelho de perfusdo ex-vivo IL-2 ap6s observada a eliminacdo do ar presente no
sistema. A Figura 5 ilustra o aspecto final do bloco cardiopulmonar adaptado ao

aparelho.
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Figura5. Bloco cardiopulmonar adaptado ao aparelho de perfusdo/ventilagdo
pulmonar ex-vivo Harvard Apparatus IL-2

A seguir, a camara de pressdo negativa foi fechada e a ventilagcdo pulmonar

iniciada com cerca de 25% do volume corrente planejado, FR de 60 ciclos/min,

relacdo inspiracdo/expiracdo de 60% e um suspiro/minuto com 50% de acréscimo do

volume corrente, o qual foi aumentado lentamente ao longo do tempo de 10 minutos

da reperfusdo até atingir 10 ml/kg de peso. Concomitantemente, o fluxo da perfuséo,

mantido inicialmente em 2 ml/min, foi aumentado lentamente ao longo dos 5 a 10
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minutos iniciais, até atingir o fluxo de 5 a 7 ml/min, mantendo-se a pressédo na artéria
pulmonar, fornecida pelo aparelho, entre 10 e 15 mmHg. A reperfusdo foi mantida
pelo tempo previsto de 60 minutos. A Figura 6 ilustra o circuito da perfusédo

pulmonar ex-vivo.

Reservatdrio

Respirador/
pneumotacégrafo

Desoxigenador Rolete

Bloco cardiopulmonar

Figura 6. Esquema simplificado do circuito da perfusdo pulmonar ex-vivo

4.4 Avaliacao funcional

A cada 10 minutos da reperfusdo, amostras de sangue (0,3ml) foram
coletadas pelas canulas arterial pulmonar e atrial esquerda para analise gasométrica
(ABL 800, Radiometer, Dinamarca), hematdcrito e eletrélitos. Ao mesmo tempo, 0s

dados de mecénica ventilatéria e de hemodinamica, fornecidos pelo aparelho e
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utilizados em nosso estudo (volume corrente, frequéncia respiratoria, complacéncia,
e pressdo de artéria pulmonar), além do peso do bloco cardiopulmonar, foram
registrados em protocolo préprio (Anexo).

Para avaliacdo da habilidade de oxigenacdo dos pulmdes reperfundidos,
utilizamos o indice Capacidade Relativa de Oxigenacdo (CRO), que € obtido a partir
da formula CRO = [(PvO, — Pa0O;) x 100] / PaO,, na qual convencionou-se como
PaO2 o sangue desoxigenado coletado na céanula da artéria pulmonar e PvO2 o
sangue oxigenado coletado da canula atrial esquerda. A CRO foi o indice utilizado
nos experimentos com modelos ex-vivos em ratos realizados pelos pesquisadores da
Hannover Medical School (Alemanha)?®?°. Esse indice busca fazer uma relacéo entre
a PO, do sangue desoxigenado e a PO, do sangue oxigenado pelos pulmdes de ratos
reperfundidos neste modelo, 0 que em nossa opinido oferece uma avaliacdo
satisfatdria da capacidade de oxigenacéo.

O pH do perfusato sanguineo foi corrigido com bicarbonato de sodio (0,3
mEqg/L/dose) em quantidade suficiente para manté-lo entre 7,1 e 7,4 a cada 10
minutos, conforme o resultado da gasometria.

Ao final de cada reperfusdo, o pulméo esquerdo foi removido do bloco
cardiopulmonar para determinacdo da razéo de peso Umido/seco, utilizando-se 0 peso
fresco do pulméo retirado e seu peso apds acondicionamento por 48 horas a 70°C. A
opcdo pelo uso do pulmdo esquerdo se deu pela caracteristica anatémica de ser

formado por um Unico lobo, ao contrario do pulméo direito.
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4.5 Avaliacdo anatomopatologica

Apols o término da reperfusdo, o pulmdo direito foi removido do bloco
cardiopulmonar e imerso em solucdo de formol a 10% neutra e tamponada, durante
24 horas, sendo entdo seccionado em direcdo longitudinal, com selecdo da metade
volumetricamente mais significativa para inclusdo e processamento. A amostra foi
desidratada, diafanizada e incluida em parafina. Cortes histolégicos com Spum de
espessura foram submetidos a coloracdo por hematoxilina e eosina (HE) e analisados
em microscopia optica. Foi realizada uma andlise histopatoldgica dos fragmentos
obtidos, que identificou a presenca ou auséncia de: congestdo, edema alveolar,
hemorragia (alveolar e/ou intersticial), trombose aguda e infiltrado inflamatdrio

intersticial (mononuclear e/ou granulocitario).

4.6 Avaliacdo pela microscopia eletrénica de transmissao

Ao término da reperfusdo, quatro pequenos fragmentos do lobo superior do
pulmdo esquerdo (medindo aproximadamente 2mm x 2mm) foram utilizados para
avaliacdo com microscopia eletrénica de transmissdo. O material foi colocado em
fixador universal (glutaraldeido a 1%, paraformaldeido a 1%, pH=7,4)
imediatamente ap0s a bidpsia e poés-fixados em tetroxido de dsmio (2%),
desidratados e embebidos em epon-araldite. Foram realizados cortes de 1um
analisados em microscopio eletrdnico de transmissdo, a fim de avaliar

qualitativamente as alteracdes de pneumdcitos tipo Il, células endoteliais e formacéao
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de edema. A avaliacdo pela microscopia eletronica teve como proposito a ilustragdo

destes achados.

4.7 Avaliacao pelo método TUNEL

Imediatamente apds a reperfusdo, foram obtidos fragmentos do pulmao
esquerdo, tendo por finalidade a deteccdo e quantificacdo de células apoptoticas,
usando o In situ Cell Death Detection Kit (Roche, Mannheim, Alemanha). Os
fragmentos foram imersos em formalina tamponada a 10% para fixacdo. Apds 24
horas, foram confeccionados blocos de parafina com as amostras, 0os quais foram
seccionados em cortes de 5 um. 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, foi feita a lavagem das
laminas com dois banhos (3 minutos cada) em PBS (phosphate-buffered saline). Elas
foram, entdo, incubadas com solucdo de peroxido de hidrogénio (H,O;) 0,3% e
metanol por 30 minutos em temperatura ambiente, e, logo ap6s, lavadas duas vezes
em PBS. Na sequéncia, foram aplicados 50 pl da mistura TUNEL (5 pl da solugéo da
enzima TdT — tubo azul — e 45 pl da solugdo do nucleotideo marcado — tubo roxo)
em cada amostra. Estas foram colocadas em camara Umida a 37°C por 60 minutos.
Por fim, as laminas foram lavadas trés vezes em PBS e preparadas com glicerina e

laminula de vidro para analise em microscopio de fluorescéncia.
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4.8 Analise estatistica

4.8.1 Analise estatistica descritiva

Foram realizadas andlises descritivas para 0s dados quantitativos com
distribuicdo normal, apresentando as medias acompanhadas dos respectivos erros
padrdo. Os pressupostos da distribuicdo normal em cada grupo e a homogeneidade
das variancias entre os grupos foram avaliados, respectivamente, com o teste de
Shapiro-Wilk e com o teste de Levene. As variaveis categéricas foram apresentadas

através de suas frequéncias e percentagens.

4.8.2  Analise estatistica inferencial

Para as variaveis quantitativas dependentes em que foram analisados dois
fatores (tipo de solucdo de preservacdo e tempo de isquemia), foi utilizada analise de
duplo fator no modelo linear geral. Para compara¢des multiplas de médias, utilizou-
se 0 teste de Bonferroni. Para comparacao de proporc¢des foi utilizado o teste do qui-
quadrado.

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

As analises estatisticas descritivas e inferenciais foram executadas com o

software SPSS versdo 13 (SPSS 13.0 for Windows).
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O peso corporal dos animais doadores de blocos cardio-pulmonares variou

entre 226 a 416 gramas (media de 298 + 40 gramas).

5.1 Avaliacdo funcional pulmonar e mecanica ventilatoria

5.1.1 Complacéncia pulmonar

A comparacdo entre Celsior® e Perfadex® nos dois tempos de isquemia de
6 e 12 horas ndo apresentou significancia estatistica (p=0,161 e p=0,316,
respectivamente). A comparacédo entre Celsior® e Salina no tempo de isquemia de 6
horas apresentou diferenca estatisticamente significativa (p=0,037), porém ndo no
tempo de isquemia de 12 horas (p=0,072) (Grafico 1 e Gréafico 2). As comparagdes

maultiplas estdo evidenciadas na Tabela 2.
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Grafico 1. Complacéncia pulmonar média ao longo da reperfusdo no tempo de
iIsquemia de 6 horas
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Nota: As barras de erro correspondem ao erro padrdo da media.

Tabela 2. Comparagbes (média e erro padrdo) das complacéncias pulmonares no
tempo de isquemia de 6 horas

Comparagdes maltiplas

Celsior® x Perfadex® p=0,161
Celsior® x Salina p=0,037

Perfadex® x Salina p=1,0
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Grafico 2. Complacéncia pulmonar média ao longo da reperfusdo no tempo de
isquemia de 12 horas
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Todos os pulmdes submetidos a 6 horas de isquemia apresentaram
complacéncia pulmonar superior aos de 12 horas (Perfadex® p=0,02; Celsior®

p=0,019; Salina p=0,016) (Gréafico 3).
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Grafico 3. Complacéncia pulmonar média nos tempos de isquemia de 6 e 12 horas
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Nota: As barras de erro correspondem ao erro padrdo da media.

5.1.2  Pressdo de artéria pulmonar

Os valores pressoricos de artéria pulmonar foram semelhantes entre as trés
solucgdes nos dois tempos de isquemia, bem como na comparacdo entre os tempos de

6 e 12 horas, independentemente da solucéo (Gréfico 4, Gréfico 5 e Gréfico 6).
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Grafico4.  Pressdo média de artéria pulmonar ao longo da reperfusdo no tempo
de isquemia de 6 horas
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Nota: As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média.

Gréafico 5. Pressdo média de artéria pulmonar ao longo da reperfusdo no tempo de
isquemia de 12 horas
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Grafico 6.  Pressdo de artéria pulmonar nos tempos de isquemia de 6 e 12 horas
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Nota: As barras de erro correspondem ao erro padrdo da media.

5.1.3 Capacidade relativa de oxigenacdo (CRO)

A CRO ndo demonstrou diferenca estatistica entre as trés solucdes,
independentemente do tempo de isquemia, apesar de Celsior® apresentar valores
superiores de CRO em relagdo a Perfadex® e Salina nos primeiros minutos da

reperfusdo apds 12 horas de isquemia (Gréafico 7 e Gréfico 8).
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Grafico 7.

CRO media no tempo de isquemia de 6 horas
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Nota: As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média.

CRO média no tempo de isquemia de 12 horas
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Na comparacdo entre os dois tempos de isquemia, o desempenho da
oxigenacdo foi significativamente pior nos pulmdes preservados com Salina por 12
horas, ao passo que ndo se observaram diferencas significativas entre os pulmdes
preservados com Celsior® ou Perfadex® (p=0,061 e p=0,173, respectivamente)

(Grafico 9).

Grafico 9. CRO média dos pulmdes submetidos a 6 e 12 horas de isquemia
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Nota: As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média.
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5.1.4  Peso do bloco cardiopulmonar ao longo da reperfusao

Todos os pulmdes apresentaram ganho de peso ao longo do tempo de
reperfusdo, independentemente da solucdo e do periodo de isquemia, porém esses
valores foram semelhantes entre as trés solu¢Ges nos dois tempos, bem como na

comparacao entre 6 e 12 horas de isquemia (Grafico 10, Gréafico 11 e Grafico 12).

Grafico 10. Peso médio do bloco cardiopulmonar ao longo da reperfusdo no tempo
de isquemia de 6 horas
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Nota: As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média.
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Grafico 11. Peso médio do bloco cardiopulmonar ao longo da reperfuséo no tempo
de isquemia de 12 horas
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Nota: As barras de erro correspondem ao erro padrdo da média.

Gréfico 12. Peso médio do bloco cardiopulmonar dos pulmdes submetidos a 6 e
12 horas de isquemia
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5.1.5 Razéo peso umido/peso seco
A razdo peso Umido/peso seco ndo apresentou diferenca estatistica
significativa entre as trés solugbes nos dois tempos de isquemia (Grafico 13 e

Gréfico 14).

Grafico 13. Razdo peso umido/peso seco dos pulmdes submetidos a 6 horas de

isquemia
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Nota: As barras de erro correspondem ao erro padrdo da media.
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Grafico 14. Razdo peso umido/peso seco dos pulmdes submetidos a 12 horas de

isquemia
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Nota: As barras de erro correspondem ao erro padrdo da media.

Na comparacdo entre os tempos de isquemia de 6 e 12 horas, Perfadex®
evidenciou maior ganho de peso no tempo de isquemia mais longo. Nas demais
solucdes esta diferenca ndo foi significativa (Celsior®, p=0,27; Salina, p=0,13)

(Grafico 15).
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Grafico 15. Razdo peso Umido/peso seco nos tempos de isquemia de 6 e 12 horas
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5.2 Avaliacdo pela microscopia optica

A microscopia Optica, observou-se que pulmdes preservados com Salina
apresentaram mais edema que os demais, independentemente do tempo de isquemia
a que foram submetidos. Na comparacdo entre Celsior® e Perfadex®, ndo houve
diferenca significativa em relacdo ao edema alveolar, independentemente do tempo

de isquemia (Gréficos 16 e 17).
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Grafico 16. Comparacdo entre 0s grupos quanto a presenca de edema alveolar no
tempo de isquemia de 6 horas. Ndo houve diferenga estatisticamente
significativa na comparacéo entre Perfadex® e Celsior® (p=0,131)
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Gréfico 17. Comparacdo entre 0s grupos quanto a presenca de edema alveolar no
tempo de isquemia de 12 horas. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na comparagéo entre Perfadex® e Celsior® (p=1,00)

100 ~
90 - p=0,001
80 -
70 A
60 - B Perfadex®

M Celsior®
50 -

M Salina
40 A
30 -
20 -

10

porcentagem de animais com edema alveolar (%)




Resultados 56

Na comparacdo entre os tempos de isquemia de 6 e 12 horas, ndo houve

diferenca estatistica entre as trés solucdes (Gréafico 18).

Grafico 18. Comparacdo entre 0s grupos quanto a presenca de edema alveolar nos

tempos de isquemia de 6 e 12 horas. N& houve diferencga
estatisticamente significativa na comparacdo entre as trés solucdes
(Perfadex® p=0,370; Celsior® p=0,303; Salina p=0,474)
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Os demais parametros patoldgicos avaliados ndo demonstraram diferenca

significativa na comparacdo entre as solu¢Ges nos tempos de isquemia de 6 ou 12

horas (Tabela 3 e 4), bem como na comparacao intergrupos das trés solugdes quanto

aos tempos de isquemia (Tabela 5).
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Tabela 3. Valores da significancia verificados na analise patoldgica e comparagéo
dos grupos submetidos as diferentes solucdes de preservacdo apés 6
horas de isquemia

Celsior® (6h) x Perfadex® (6h) x Salina (6h)

Variavel Significincia
Congestéo 0,888
Hemorragia Alveolar 0,104
Hemorragia Intersticial 0,345
Trombose Aguda 0,443
Infiltrado Eosinofilico 0,786
Infiltrado Inflamatorio 0,703
Infiltrado Intersticial 0,361

Tabela 4. Valores da significancia verificados na analise patolégica e comparacao
dos grupos submetidos as diferentes solugdes de preservacdo apds 12 horas
de isquemia

Celsior® (12h) x Perfadex® (12h) x Salina (12h)

Variavel Significancia
Congestéo 0,135
Hemorragia Alveolar 0,278
Hemorragia Intersticial 0,943
Trombose Aguda 0,092
Infiltrado Eosinofilico 0,278
Infiltrado Inflamatodrio 0,441

Infiltrado Intersticial 0,315
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Tabela 5. Valores da significancia verificados na andlise patolégica e comparagédo

dos grupos submetidos aos diferentes tempos de isquemia

Celsior® x Perfadex® x Salina

Significincia

Perfadex® (6h)  Celsior® (6h) Salina (6h)
Variavel Vs Vs Vs

Perfadex®(12h) Celsior® (12h) Salina (12h)
Congestéo 0,37 1 0,37
Edema Alveolar 0,37 0,303 0,474
Hemorragia Alveolar 0,087 0,582 1
Hemorragia
Intersticial 0,087 0,087 0,303
Trombose Aguda 0,211 0,474 1
Infiltrado Eosinofilico 0,656 0,141 0,17
Infiltrado
Inflamatorio 0,35 0,628 0,582
Infiltrado Intersticial 0,303 0,628 1

As figuras abaixo demonstram o0s principais aspectos histopatologicos

identificados.
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Figura 7. Lamina de parénguima pulmonar preservado com Perfadex® e submetido
a isquemia por 6 horas. Apresenta focos de discreto edema alveolar
(asteriscos). Achados semelhantes foram encontrados nos pulmdes
perfundidos com Celsior® (Hematoxilina-eosina, 200X).

Figura 8. L&mina de parénquima pulmonar preservado com solucdo salina e
submetido a isquemia por 6 horas, apresentando congestdo capilar e
acentuado edema alveolar, asteriscos (Hematoxilina-eosina, 200X).
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5.3 Avaliacao pela microscopia eletrénica

A avaliacdo qualitativa dos preparados para microscopia eletronica
evidenciou raras ceélulas epiteliais e endoteliais, cuja cromatina se mostra
grosseiramente agregada na periferia nuclear, sugerindo tratar-se de fase inicial de
processo de apoptose. Além disso, foi observado discreto espessamento focal da

membrana basal a custa de edema. A Figura 9 demonstra estes achados.

Figura 9. Pneumdcito apresentando tendéncia a agregacdo periférica da cromatina,
compativel com processo apoptético, setas (Microscopia eletrénica de
transmisséo, 8900X).
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5.4 Avaliacao pelo método TUNEL

A avaliacdo da apoptose celular por meio do método de TUNEL nédo
mostrou diferenca estatisticamente significativa na comparagdo entre 0s grupos,
independentemente da solucéo utilizada e do tempo de isquemia a que os pulmdes
foram submetidos. A Figura 9 ilustra um dos campos utilizados na contagem de

células apoptoticas.

Figura 10. Imagem de microscopia de imunofluorescéncia (TUNEL) para avaliagdo
de apoptose celular. As células marcadas com fluorescéncia (verdes) sdo
exemplares do tecido que sofreram apoptose.



6 Discussao
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A preservacao pulmonar para transplantes permitiu a captacdo de 6rgaos a
distancia e melhorou objetivamente a qualidade dos 6rgdos ap6s a reperfuséo,
reduzindo a lesdo pds-isquémica. A lesdo de reperfusdo é hoje reconhecida como
fator limitante da viabilidade dos o6rgdos doados, tendo sido implicada como
importante fator coadjuvante no desenvolvimento de bronquiolite obliterante
tardiamente *. Os métodos de preservacdo mais utilizados permanecem sendo a
hipotermia associada a administracdo de solucgdes de preservacao adicionadas ou ndo
aos vasodilatadores pulmonares®®*84. O desenvolvimento de solugdes de preservacio
exclusivas para uso pulmonar reduziu de 30% para menos de 15% a incidéncia de
faléncia aguda do enxerto®. Mais recentemente, a introducdo do recondicionamento
pulmonar ex-vivo e a doacdo pds-parada cardiocirculatoria vieram reacender as
controvérsias e reforcar a necessidade de reavaliacdo das solucdes de preservacdo em
U5085'86.

Utilizamo-nos deste modelo de perfusdo pulmonar ex-vivo (IL-2 - Isolated
Perfused Rat or Guinea Pig Lung System) por nos parecer adequado para uma
avaliacdo inicial?®>. O sistema de perfusdo ex-vivo é simples e ha muito tem sido
utilizado em estudos de preservacdo pulmonar para transplante, por ser confiavel e de
baixo custo. Diferentemente de outros autores, que utilizavam sangue bovino com
hemacias lavadas®’, nossa opcdo foi a de utilizar sangue homologo obtido por
exsanguinacdo de dois a trés ratos por bloco cardiopulmonar e diluido em solucéo

salina, o que é aparentemente mais fisioldgico e, consequentemente, leva a menor

reacdo celular e rejeicdo. Apesar de a hemodiluicdo interferir nas trocas gasosas,
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obtivemos resultados confiaveis e coerentes no que se refere a oxigenacdo dos
tecidos estudados.

Utilizamos em nosso estudo tempos de isquemia maiores (6 e 12 horas) em
comparacdo ao de outros autores (2 e 4 horas) que utilizaram modelo experimental
semelhante?®?. Consideramos que tempos de isquemia maiores neste tipo de estudo
permitem uma melhor avaliacdo do desempenho da solucdo de preservacao sobre 0s
efeitos do mecanismo de isquemia-reperfusdo. Devemos observar, ainda, que 0s
modelos anteriores de estudo ex-vivo ndo permitiam reperfusdo mais prolongada.

Neste estudo ndo encontramos diferencas significativas entre as solucdes
Perfadex® e Celsior®, as quais apresentaram desempenho similar em relacdo aos
parametros analisados.

A andlise dos dados de complacéncia pulmonar ndo demonstrou
superioridade de uma solucdo sobre a outra nos dois tempos de isquemia (6 horas e
12 horas). Sommer et al. Observaram, em um modelo suino, valores de complacéncia
pulmonar comparaveis em ambos 0S grupos experimentais ap06s um periodo de
isquemia fria de 24 horas e 7 horas de reperfusdo’. Wittwer et al., também em
modelo suino, observaram que a complacéncia pulmonar dindmica permanecera
estdvel durante a reperfusdo de 6 horas, mesmo apds 27 horas de isquemia
hipotérmica. Os autores ndo demonstraram diferenga significativa entre as duas
solugdes, independentemente da via de perfuséo. Entretanto, a preservagdo com a
solucdo Celsior® levou a valores de complacéncia pulmonar inferiores dentre todos
os grupos analisados®®. J& em nosso estudo, apesar de a diferenca ndo ser
estatisticamente significativa, Celsior® relacionou-se a melhor complacéncia

pulmonar durante a reperfuséo.
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As solucOes testadas relacionaram-se a complacéncia pulmonar
significativamente inferior ap6s 12 horas de isquemia, indicando que tempos de
isquemia mais longos possuem impacto negativo na complacéncia pulmonar,
independentemente da solucdo utilizada na preservacéo.

Na avaliacdo dos valores pressoricos de artéria pulmonar, ndo houve
diferenca na comparacéo entre as trés solugdes nos dois tempos de isquemia e, como
era esperado, os pulmdes preservados por 12 horas apresentaram pressdes de artéria
pulmonar superiores aos preservados por 6 horas, porém sem diferenca estatistica
significativa. Isto evidencia que nenhuma das trés solucdes foi capaz de proporcionar
valores pressoricos inferiores as demais em tempo de isquemia mais longo. Wittwer

et al.?®

, em seu estudo em um modelo de perfusdo pulmonar ex-vivo em ratos
Sprague-Dawley com tempo de isquemia de 4 horas e 50 minutos de reperfuséo,
observaram que a solucdo Perfadex® apresentou valores de pressdao de artéria
pulmonar inferiores aos obtidos com a solucdo Celsior®, independente da
administracdo anterograda ou retrograda do perfusato, porém sem diferenca
estatisticamente significativa.

Uma das limitacBes deste modelo utilizado reside no fato de ndo permitir o
calculo da resisténcia vascular pulmonar (RVP), o que proporcionaria uma melhor
avaliacdo hemodindmica da vasculatura do pulmdo. Sommer et al., utilizando um
modelo suino com possibilidade de calculo da RVP, encontraram uma diferenca
significativa entre Celsior® e Perfadex®, em que os animais tratados com Celsior®
mantiveram baixos valores de RVP ao longo da reperfusdo, enquanto os tratados

com Perfadex® apresentaram uma elevagédo precoce substancial nos valores de RVP,

permanecendo altos durante todo o periodo de observa(;éo79. Ja Wittwer et al.,
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também em um modelo suino com calculo da RVP, observaram que os animais
preservados com Celsior® apresentaram os mais elevados valores de RVP entre
todos o0s grupos®.

A Capacidade Relativa de Oxigenacdo (CRO) tem sido o método de
quantificacdo de trocas gasosas neste modelo ex-vivo em pequenos animais, e
provavelmente representa o parametro fisiolégico mais importante. No presente
estudo, ndo observamos diferencas significativas no desempenho das trocas gasosas
dos pulmdes preservados com Celsior® em relacdo aos preservados com Perfadex®
em ambos os tempos de isquemia avaliados. Os resultados obtidos em outro estudo
realizado em modelo similar, com tempo de isquemia de 4 horas, demonstraram
diferencas entre as duas solucdes favorecendo a solucdo Celsior®”®, devendo-se
levar em consideracdo que em nosso estudo utilizamos um tempo de isquemia trés
vezes mais longo.

A solucdo salina evidenciou faléncia da capacidade de oxigena¢do em um
tempo de isquemia mais longo. Entretanto, no tempo de isquemia de 6 horas tal
solucdo apresentou valores de CRO superiores a solucdo Perfadex®, porém sem
diferenca estatisticamente significativa e com declinio da oxigena¢do ao longo da
metade final da reperfusdo. Esse fato pode ser atribuido a hemodiluicdo. A
hemodiluicdo e seus efeitos benéficos sobre a lesdo de reperfusdo sdo conhecidos.
Puskas et al. descreveram estes efeitos em modelo similar de perfuséo ex-vivo, no
qual a hemodiluicdo com solucdo cristaldide causava melhora significativa na leséo
de isquemia-reperfusdo®. No presente modelo, a hemodiluicdo pode ter sido maior
nos pulmdes do grupo Salina, uma vez que estes pulmdes ja possuiam seu leito

vascular preenchido com solugdo fisioldgica antes da reperfusdo. Isto poderia



Discussao 67

justificar em parte os valores de CRO superiores nos pulmdes preservados com a
solugdo Salina do que com a solucdo Perfadex® no tempo de isquemia de 6 horas,
em adicdo ao viés representado pela auséncia do corpo do animal e a substituicdo
deste pelo desoxigenador.

Nosso desenho experimental incluiu um grupo controle de solucdo salina,
apesar de esta solucdo ndo ser empregada clinica ou experimentalmente na
preservacdo pulmonar, como forma de avaliar a estabilidade e confiabilidade do
modelo.

Devemos comentar, aqui, que existem, na literatura, relatos de alergia de
ratos da raca Wistar ao dextram, um componente presente na férmula da solucéo

Perfadex®8?,

Apesar destes relatos, utilizamos ratos desta raca em nossos
experimentos pelas seguintes raz@es: a alergia ao dextram ndo é exclusiva da raca
Wistar, ocorrendo também em outras racgas, incluindo a Sprague-Dawley, muito
utilizada por varios centros de pesquisa™®; o Biotério Central da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) tem facilidade no fornecimento
dessa raca de ratos; e, outros trabalhos, apesar destes relatos, utilizaram preservacéao

pulmonar com Perfadex® em ratos da raca Wistar, obtendo resultados consistentes®™

98.

Na avaliacdo dos valores do peso do bloco cardiopulmonar ao longo da
reperfusdo, como parametro de evidéncia de edema pulmonar, observamos que todos
0s pulmdes, independentemente do tempo de isquemia e da solugdo empregada,
apresentaram ganho de peso ao longo da reperfusdo. Isto reflete o edema progressivo
causado pela lesdo de reperfusdo pos-isquémica adicionada das caracteristicas de

fluxo ndo pulsatil e do proprio sistema de perfusdo extracorporea. No tempo de
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isquemia de 6 horas os pulmdes preservados com Perfadex® apresentaram menor
ganho de peso do que aqueles preservados com Celsior®, porem sem diferenca
estatistica significativa. Muhlfeld et al., em um trabalho com modelo suino avaliando
especificamente o edema pulmonar em varios niveis, concluiu que a solugédo
Perfadex®, comparada ao Celsior®, efetivamente previne a formacdo de edema
intra-alveolar, peribroncovascular e septal, bem como a injuria da barreira alveolo-
capilar durante o fendmeno de isquemia-reperfusdo®. J& Sommer et al., em seu
modelo em porcos, observaram que o conteudo de agua em pulmdes preservados
com Perfadex® ndo foi estatisticamente diferente quando comparado aqueles
preservados com Celsior® ap6s 24 horas de isquemia fria e 7 horas de reperfuséo’™.

No tempo de isquemia de 12 horas, apesar de a diferenca ndo ser
significante, Celsior® apresentou menor ganho de peso do que a solucdo Perfadex®,
além de desempenho semelhante ao obtido no tempo de isquemia de 6 horas, o0 que
pode sugerir a tendéncia desta solu¢cdo em proporcionar menos edema pulmonar do
que Perfadex® em um tempo de isquemia mais longo. Nos pulmdes do grupo Salina
preservados por 12 horas, os parametros foram consistentemente piores em relacédo
as demais solucdes no mesmo periodo de isquemia. Tal achado era esperado, uma
vez que esta solucdo ndo é utilizada para preservacdo pulmonar por causar edema na
reperfusdo, sobretudo em tempos de isquemia prolongados.

Quando analisamos o indice de edema representado pela relagdo peso iumido
e peso seco (U/S), observamos que o edema aumenta de modo diretamente
proporcional ao tempo de isquemia, sendo um pouco menor nos pulmdes

preservados durante 6 horas com Perfadex®. Menos edema € uma caracteristica
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desta solucdo, e tem sido observada indistintamente da via de perfusdo, tanto
retrégrada quanto anterégrada®.

O presente estudo evidenciou um desempenho similar na reperfusdo em
pulmdes preservados com Perfadex® e Celsior®, o que pode ser evidenciado,
também, pela avaliacdo das analises histopatologicas e método TUNEL, os quais ndo
apresentaram valores com diferenca estatistica significante entre estas duas solugdes.
Isto evidencia que, em relacdo as alteracdes teciduais pds-isquemia e reperfusao,
formacdo de edema e apoptose celular, as duas solugdes apresentam um desempenho

semelhante.
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Concluimos que, neste modelo de perfusdo pulmonar ex-vivo, pulmdes
preservados com Perfadex® e Celsior® apresentaram desempenho similar em
relacdo as trocas gasosas e parametros hemodinamicos e de mecéanica ventilatéria. Os
pulmdes preservados com Perfadex® por 12 horas apresentaram mais edema. Os

achados histopatoldgicos nao diferiram entre os grupos estudados.
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PROTOCOLO PARA REGISTRO DE DADOS

PROJETO: PERFADEX® x CELSIOR® x SALINA (6 e 12 horas)
LIM61-INCOR-USP

Data: / / Experimento n°:
DOADOR:

Peso: g Ventilacio:
Tiopental: mg/Kg VC: ml/Kg peso
Sacrificio: h, min FR: ciclos/min
Heparina: unidades

Perfusao: [ ]Perfadex® [ ]Celsior® [ ]Salina
Temp. isq. fria: [ ]16horas [ 112 horas

PERFUSAOQ EX-VIVO:

DADOS/ | Max Max TV Pmax Pmin | Cmpl | PAP | Peso
TEMPO InsFl ExpFl

10 min

20 min

30 min

40 min

50 min

60 min

Egﬁgg/ pH | pH | PaCO; | PaCO; | PO; | POz | Het | Htce | BE | BE | OzSat | OzSat

Amostra | art | ven | art ven art ven | art | ven | art | ven | art ven

10 min

20 min

30 min

40 min

50 min

60 min

Relacao peso U/S
Peso umido: g Pesoseco: g

Observacgoes:
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