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Fernandes LM. Comparacdo entre duas solugbes de recondicionamento
pulmonar em pulmées humanos ndo-aceitos para transplante em modelo de
avaliagdo e recondicionamento pulmonar ex vivo [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2015.

INTRODUCAO: O transplante pulmonar é terapia reconhecida de tratamento
de doencas terminais pulmonares. Os pulmbdes, entretanto, sdo muito
susceptiveis as transformagdes hormonais e hidroeletroliticas ocorridas no
doador apos a morte encefdlica. As baixas taxas de aproveitamento dos
pulmdes alavancam pesquisas e meios de utilizar pulmdes considerados nao-
ideais. Um desses modelos € o recondicionamento pulmonar ex-vivo concebido
por Steen, no qual se utiliza uma solugao hiperosmolar (Steen Solution®) para
avaliacdo e melhora dos pulmdes doados. Consideramos que o0
desenvolvimento de uma solugdo de recondicionamento pulmonar produzida
no Brasil seria conveniente aos servigcos de transplante e aos pacientes. Foram
comparadas a solugao de recondicionamento Steen Solution® e uma solugéo
de fabricagao nacional em modelo de ex vivo de pulmdes humanos nao aceitos
para transplante, através da avaliagdo da mecanica ventilatoria, hemodinamica,
trocas gasosas e histologia. METODOS: Foram utilizados 16 pulmdes de
doadores em morte encefalica, considerados inadequados para o transplante
pulmonar. Os pulmdes foram submetidos a captagéo habitual e acondicionados
sob isquemia fria por 10 horas. Apos este periodo, os pulmdes foram
designados, por sorteio, para reperfusdo com a solugdo padrdo (Steen
solution®) ou a solugédo nacional por 1h em modelo ex vivo. A lesdo pulmonar
foi estudada através de parédmetros gasométricos, resisténcia pulmonar e
complacéncia pulmonar. Foram medidos os pesos em trés tempos e relagao
peso umido/peso seco apods a reperfusao para avaliacido de edema. A partir de
bidpsias seriadas era calculado um score de lesao tecidual e grau de apoptose.
RESULTADOS: A capacidade de oxigenagéao foi de 498,00 + 37,53 mmHg no
grupo STEEN e 521,00 £ 55,43 mmHg no grupo SRNac (p = 0,348). A
capacidade relativa de oxigenacéao calculada ao final do recondicionamento foi
501,37 = 207,77 no grupo STEEN e 470,30 + 232,41 no grupo SRNac
(p=0,782). Os pesos dos pulmdes nos trés momentos de avaliagdo foram:
inicio da isquemia: STEEN = 1.026 + 451 g, SRNac = 745 + 282 g (p = 0,180);
fim da isquemia: STEEN =998 £+ 391 g, SRNac =738 £ 316 g (p = 0,184); e fim
da reperfusdo: STEEN = 1.097 + 526 g, SRNac = 743 £ 248 g (p = 0,163). A
relacdo peso umido/peso seco foi 3,63 + 1,26 no grupo SRNac e 2,06 + 0,28
no grupo STEEN (p = 0,009). A resisténcia vascular pulmonar foi 787,99 *
367,23 dina.s.cm® no grupo STEEN e 1.026,81 = 1.112,53 dina.s.cm™ no
grupo SRNac (p = 0,575). A complacéncia pulmonar média foi 46,75 £ 20,99
mL/cmH,O no grupo STEEN e 49,74 + 26,11 cmH,O no grupo SRNac (p =
0,809). O Escore de Lesado Pulmonar foi: STEEN = 4,38 £ 1,51 e SRNac =
4,50 £ 1,77 (p = 0,881). O numero de células apoptdticas foi: STEEN = 2,4 £
2,0 cel/mm? e SRNac = 4,8 + 6,9 cel/mm? (p = 0,361). CONCLUSOES: Os
pulmbes reperfundidos com a solugdo de recondicionamento de fabricacédo
nacional apresentaram caracteristicas morfolégicas e funcionais similares aos
que foram reperfundidos com a solugdo STEEN®, apesar do maior edema
encontrado no grupo da solugéo nacional.



Descritores: transplante de pulmao; preservagao de 6rgaos; lesdo pulmonar
aguda; estudo comparativo.



Fernandes LM. Comparison between two pulmonary reconditioning solution in
human lungs non-accepted for transplantation with an ex vivo lung assessment
and reconditioning model [Thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2015.

INTRODUCTION: Lung transplantation is routine treatment of end-stage lung
diseases. The lungs, however, are very susceptible to hormonal and electrolyte
changes occurred in the donor after brain death. The low recovery rates of the
lungs leverage researches and ways to use lungs considered non-ideal. One
such model is the lung ex vivo reconditioning designed by Steen, in which using
a hyperosmolar solution (Steen Solution®) for evaluation and improvement of
donor lungs. We believe that the development of a pulmonary reconditioning
solution produced in Brazil would be convenient to transplantation service and
patients. Were compared the standard Steen Solution® and a national
manufacturing solution in ex vivo model with human lungs not accepted for
transplant, through the evaluation of respiratory mechanics, hemodynamics,
gas exchange and histology. METHODS: 16 brain-dead donors lungs,
considered unsuitable for lung transplantation, were used. The lungs were
harvest as usual, packed and stored in cold ischemia for 10 hours. After this
period, the lungs were appointed by randomization to reperfusion with the
standard solution (Steen Solution®) or national solution for 1 h in ex vivo model.
Lung injury was accessed by blood gas parameters, lung resistance and lung
compliance. The weights were measured in three times and the after
reperfusion wet weight / dry weight ratio for evaluation of edema. The degree of
apoptosis and tissue injury score was calculated from serial biopsies.
RESULTS: The oxygenation capacity was 498.00 + 37.53mmHg in STEEN
group and 521.00 = 55.43mmHg in SRNac group (p = 0.348). The relative
oxygenation capacity calculated at the end of the reconditioning was 501.37 +
207.77 in the STEEN group and 470.30 + 232.41 in the SRNac group (p =
0.782). The weights of lungs in the three stages of evaluation were: onset of
ischemia: STEEN = 1,026 + 451g, SRNac = 745 £ 282g (p = 0.180); end of
ischemia: STEEN = 998 + 391g, SRNac = 738 + 316g (p = 0.184); and the end
of reperfusion: STEEN = 1,097 + 526g, SRNac = 743 + 248g (p = 0.163). The
wet weight / dry weight ratio was 3.63 + 1.26 in SRNac group and 2.06 £ 0.28 in
STEEN group (p = 0.009). Pulmonary vascular resistance was 787.99 *
367.23dina.s.cm™ in STEEN group and 1026.81 + 1112.53dina.s.cm™ in SRNac
group (p = 0.575). The Lung Injury Score was: STEEN = 4.38 £+ 1.51 and
SRNac = 4.50 + 1.77 (p = 0.881). The number of apoptotic cells was: STEEN =
24 £ 2.0 cells / mm 2 and SRNac = 4.8 £ 6.9 cells / mm2 (p = 0.361).
CONCLUSIONS: The lungs reperfused with national manufacturing
reconditioning solution presented morphological and functional characteristics



similar to those reperfused with STEEN® solution despite the greater edema
found in the group of national solution.

Descriptors: lung transplantation; organ preservation; acute Ilung injury;
comparative study.



1. Introducéo

Os avangos nos transplantes de o6rgaos solidos tém acrescentado
grande conhecimento a area terapéutica das doengas avangadas e falhas
organicas. Em relagdo ao transplante pulmonar, pouco se havia caminhado até
a década de 80 do século passado, antes do surgimento da ciclosporina. Hoje,
o transplante pulmonar € uma opcéo bem estabelecida no arsenal médico para
o tratamento das doencas pulmonares terminais e com expectativa de vida
limitada.

Apesar do aumento progressivo dessa terapéutica, atingindo mais de
3.500 transplantes por ano no Registro da International Society for Heart and
Lung Transplantation (ISHLT) em 2012, o transplante pulmonar ainda n3o
consegue atender a todos os pacientes selecionados para essa modalidade de
tratamento. Consequentemente, a mortalidade em lista de espera por um 6rgao
permanece alta, tanto pelo aumento da gravidade dos casos como pelo baixo
aproveitamento dos pulmdes?, se comparado a outros orgaos solidos como rim
e figado®*.

Algumas solugcbes para esse problema tém sido propostas, como
campanhas para o aumento da oferta de 6rgaos, capacitacdo de equipes para
o0 adequado cuidado dos doadores, uso de érgédos com critérios de aceitagéo
estendidos (néo-ideais)s, uso de pulmdes de doadores com o coracédo parado
e, mais recentemente, recondicionamento de pulmdes® com sua funcdo
prejudicada pelo processo inflamatorio decorrente da morte encefalica ou pelos

excessos realizados durante os cuidados intensivos do doador.



O recondicionamento pulmonar teve sua origem na Suécia, na
Universidade de Lund, onde o professor Stig Steen utilizou pela primeira vez
um sistema de perfusdo extracorpdérea e uma solugdo especifica (Steen
Solution®) para avaliar em normotermia e em pleno funcionamento pulmdes de
um potencial doador que estava com o coragdo parado’. O sucesso desse
caso levou diversos grupos de transplantes de todo o mundo a produzirem
estudos nessa area, que ficou conhecida por “perfusdo pulmonar ex vivo”. Os
estudos mostraram que esse método permitia ndo sé que os pulmdes fossem
avaliados de forma mais criteriosa, como também poderiam ter sua funcéo
otimizada, uma vez que a solugido utilizada apresenta alta osmolaridade e
ajuda a diminuir o edema pulmonar®.

O grupo de Toronto, liderado pelo Dr. Shaf Keshavjee, tem a maior
casuistica de 6rgaos recondicionados até 2012°, com 58 pulmdes testados, dos
quais 50 foram transplantados. Além disso, esse grupo foi o que trouxe as
maiores contribuicbes para o desenvolvimento de técnicas de recuperagao dos
pulmbdes nao aproveitados, a principio, para o transplante. Com algumas
modificagdes na técnica, como utilizacdo da solugdo de recondicionamento
sem uso de concentrado de hemacias e a canulagdo do atrio esquerdo para
que se mantenha uma pressao positiva atrial e mais proxima do fisioldgico,
diminuindo a formacdao de edema apds um tempo mais prolongado de
perfusdo'®, esse e alguns outros grupos tém se dedicado & investigacdo da

normotermia para a melhora dos pulmdes a partir de engenharia genética’ "> e

substancias anti-inflamatérias''°.
No Brasil, o Instituto do Coracédo do Hospital das Clinicas da Faculdade

de Medicina da Universidade de Sao Paulo (InCor-HC/FMUSP) teve sua



experiéncia em recondicionamento pulmonar iniciada em 2008, com a ida de
membros da equipe de Transplante Pulmonar até a Suécia para aprender a
técnica. Inicialmente, um modelo experimental com pulmdes humanos nao
aceitos para transplante foi testado mediante aprovacdo da comissdo de
ética’®, enquanto era aguardada a liberacéo para uso clinico.

Existe uma grande motivacéo para o estudo de novas solugdes que esta
no fato de as principais solugbes utilizadas no transplante pulmonar serem
importadas. Apesar de amplamente disponiveis no mercado mundial, as
solugdes Perfadex ® e Steen Solution® podem estar mais ou menos acessiveis
para compra no Brasil a depender de oscilagbes da balanga comercial e do
valor do dolar, do preco elevado dessas solugdes e das dificuldades logisticas
geradas pela importacao, tanto direta quanto por intermediarios. De fato, ainda
€ possivel se deparar com atrasos burocraticos do sistema aduaneiro de portos
e aeroportos nacionais de materiais médico-hospitalares de alto custo, o que ja
levou, inclusive, a interrup¢ao do programa de transplante pulmonar do InCor-
HC/FMUSP, em um passado recente, por falta de solugdo de preservagao
pulmonar (Perfadex®).

Assim sendo, consideramos que o desenvolvimento de uma solugao de
recondicionamento pulmonar inteiramente produzida no Brasil, com
caracteristicas equivalentes, ou mesmo superiores, as da solugdo importada
comercializada atualmente, seria muito conveniente aos servicos de
transplante, aos cofres publicos e, conseqlientemente, aos pacientes que

necessitam do transplante pulmonar.



2. Objetivos

Geral: Comparar, através de avaliagdo da mecanica ventilatoria,
hemodinamica, trocas gasosas, histologia e apoptose, a solugédo padrdo de
recondicionamento Steen Solution® e a solugdo de fabricagdo nacional em
modelo de avaliacdo ex vivo de pulmdes humanos nao aceitos para

transplante.



3. Revisio da literatura

O transplante de pulmao se tornou, nas ultimas duas décadas, a terapia
de escolha para doengas terminais pulmonares. Desde 1983, quando o
transplante pulmonar foi realizado com sucesso pelo grupo de Toronto'’, mais
de 40 mil transplantes ja foram realizados no mundo, conforme o ultimo
Registro da ISHLT'. Ndo somente o nimero de transplantes aumentou de
maneira importante, sendo mais de 3.500 em 2010, como também a sobrevida
dos pacientes transplantados, que passou de 4,2 anos'®, em média, para 5,5
anos’.

Apesar de ser o unico 6érgdo com capacidade de manter metabolismo
aerobico mesmo apos a interrupgdo da circulagdo sanguinea, quando
comparado a outros 6rgédos sélidos, o pulmédo possui uma susceptibilidade
maior a infec¢des, congestdo e tempo de isquemia. Essa fragilidade faz do
pulm&o um érgéo de dificil aproveitamento para o transplante. Em 2006, a taxa
de utilizagdo do érgédo no estado de Sdo Paulo foi de 4,9%"°, muito menor que
em outros paises onde o aproveitamento do érgéo pode chegar a 39%?2, ou de
outros 6rgdos sélidos como rins, com indices maiores que 90%*, e figado, mais
de 80%°.

As principais razdes para a recusa de pulmdes para transplante séo os
altos indices de infecgdo pulmonar e as trocas gasosas deficientes, refletidas
pela baixa relagdo entre a pressdo parcial de oxigénio e a fragao inspirada de
oxigénio (Pa0./FiO,)'". Esse parametro parece ser fortemente afetado pela

somatéria de efeitos metabdlicos desencadeados pelo estado de morte



encefalica. Além disso, a pressdo exercida pelas equipes de captacado de
outros 6rgaos, como rins e figado, faz com que haja pouca restricdo a infusdo
de solugbes cristaldides no doador, o que aumenta a chance de edema
pulmonar com consequente piora da relacdo PaO,/FiO,. Devido a baixa taxa de
aproveitamento de pulmdes para transplante em nosso meio, a mortalidade dos
pacientes ja incluidos na fila de espera chega a 18.9%2°.

As principais causas de morbi-mortalidade dos transplantados sao as
infeccbes e a disfuncdo primaria do enxerto (Primary Graft Disfuction - PGD),
envolvidos no processo de faléncia dos pulmbdes a curto e longo prazo
(sindrome da bronquiolite obliterante, SBO)"'®. A PGD, definida por edema
pulmonar nao cardiogénico e hipoxemia, tem uma incidéncia entre 11% e 57%

em diferentes centros®"??

e é responsavel por cerca de 30% da mortalidade
pds-operatdria?>2*. Fatores como idade do doador, histéria de tabagismo®,
preservacdo do pulmao®® e hipertensdo pulmonar primaria®” estdo envolvidos

com o desenvolvimento da PGD.

3.1 Preservacgao pulmonar

Devido a necessidade de aumentar o numero de pulmdes viaveis para o
transplante, diferentes técnicas de preservagao pulmonar foram desenvolvidas
e, ao longo dos anos, modificadas. Entretanto, as bases da preservacéo do
pulmdo sao as mesmas de outros o6rgaos: perfusdo com uma solugao de
preservacao e resfriamento (4°C). No caso dos pulmdes, isso & conseguido

pela perfusdao da solucao resfriada pela artéria pulmonar juntamente com o



resfriamento externo dos pulmdes inundando-se a cavidade toracica com a
mesma solucao resfriada.

A perfusdo anterégrada®® é a via preferencial de administragdo das
solugdes de preservacgao, devido ao facil acesso e simplicidade técnica. No
entanto, o uso adicional da perfusao retrégrada, isto é, a partir das veias
pulmonares, promove a retirada de pequenos trombos dos capilares e uma
melhor distribuicdo do fluxo da solugdo. Cabe ressaltar a importadncia da
manutencdo da ventilagdo pulmonar durante a captacéo para a obtencao de

uma perfusao uniforme.

3.2 Solugoes de perfusao

Diferentes tipos de solucdo de preservacdo foram desenvolvidos e
usados na pratica médica na tentativa de melhorar os resultados e diminuir a
PGD. Contudo, a eficacia clinica relativa dessas solugdes em prevenir a PGD
permanece controversa®®='.

Os liquidos de preservagcdao de oOrgaos podem ser divididos em:
predominantemente intracelulares, com alto teor de potassio e baixo teor de
sédio, como a solugdo Euro-Collins® e a solugdo da Universidade de
Wisconsin®; e predominantemente extracelulares, com baixo teor de potassio e
alto teor de sédio, como as solugdes Celsior® e Perfadex® (também conhecida
como LPD-G, do inglés low potassium dextran glucose).

Dessas solugdes, apenas o Perfadex® foi originalmente desenvolvido

com o proposito de servir para a preservacao dos pulmdes. Porém, as demais

solugdes também sao, ou ja foram, utilizadas na protegao pulmonar. A solugéo



da Universidade de Wisconsin® foi criada para a preservacao do figado e do
pancreas®?; a solucdo de Euro-Collins para a preservagdo dos rins®’; e a
Celsior para o coracdo>. A composicdo dessas solucdes pode ser observada
na Tabela 1.

As solugdes intracelulares, Euro-Collins® e da Universidade de
Winsconsin®, sdo ricas em potassio e tém como objetivo evitar a formagao de
edema celular no 6rgéao preservado, através do equilibrio idbnico do ambiente
extracelular, uma vez que, durante a isquemia fria, a bomba de sédio-potassio-
ATPase encontra-se inativa. O aumento do potassio extracelular evita o
movimento natural do sddio para fora da célula e o movimento de agua para o
meio intracelular. Ainda na linha de se evitar o edema celular, as solugdes de
preservacdo, tanto intra quanto extracelulares, também contam com a
presenca de substancias de alto peso molecular (geralmente agucares) que
nado sao permeaveis a membrana celular, aumentando a presséo
coloidosmética do ambiente extracelular®.

Um problema do uso de solugdes de preservacgao intracelulares € que o
alto teor de potassio favorece a vasoconstricdo do leito capilar pulmonar e a
possibilidade de parada cardiaca por hipercalemia durante a reperfusédo. Por
isso, as solugdes extracelulares tém sido amplamente aplicadas. Um exemplo
é o Perfadex® que, além da baixa concentracdo de potassio, utiliza o dextran
40 como componente osmoético, e tem propriedades de deformacido das
hemacias, prevenindo a agregacao dos eritrocitos, incluindo a dissolugao dos ja
agregados, melhorando a microcirculagdo pulmonar e preservando a barreira

alvéolo-capilar®.



Tabela 1 — Composicao das principais solugoes de preservagao de érgaos

Componente Euro-Collins® University of Celsior® Perfadex
Wisconsin® ®
Na* 10 28 100 138
K* 108 125 15 6
Cr 14 - 41,5 142
Mg*? - - 13 0,8
Ca" - - 0,25 0,3
Glicose 35 - - 5
Rafinose - 30 - -
Lactobionato - 100 80 -
Dextran 40 - - - 50
Manitol - - 60 -
S0*? 8 4 - 0,8
PO, 93 25 - 0,8
HCO3 8 5 - 1
Histidina - - 30 -
Trometanol - - - 1
Adenosina - 1 - -
Glutamato - - 20 -
Alopurinol - 1 - -
Glutationa - 3 3 -
Insulina - 100 - -
Metilprednisolona - 8 - -
Osmolaridade 452 327 320 335

Nota: As concentracdes estdo expressas em mmol/L, com excegao: da glicose
e do dextran 40, expressos em ¢g/L; da insulina, expressa em U/L; da
metilprednisolona, expressa em mg/L; e da osmolaridade, expressa em

mOsm/L.

O conceito do uso de uma solucao extracelular para a preservagao dos

pulmdes foi desenvolvido no final dos anos 80. Fujimura e colaboradores,

utilizando a solucdo de Euro-Collins® como base, demonstraram que uma
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solugdo extracelular modificada era superior a intracelular para preservacao
pulmonar prolongada®. Acompanhando os testes iniciais, outros trabalhos
demonstraram que as solugdes extracelulares melhoram a fungao pulmonar e
diminuem a PGD quando comparadas as intracelulares®'3¢®

No entanto, poucas comparagdes estdao publicadas entre as solugdes
extracelulares. O grupo de Hannover publicou 2 trabalhos apresentando
superioridade da solugdo Celsior® sobre a LPD-G em modelo animal. Contudo,
as diferengas foram pequenas ou com tempo de isquemia maior que o
tradicionalmente utilizado®**°. Ja Wittwer aponta o uso do Perfadex® como
suficiente para tempos de isquemia prolongados e considera a Celsior® como
ndo adequada para tempos mais extensos™.

Hoje em dia, existe uma clara preferéncia ao uso de solugbes

extracelulares para preservagao pulmonar.

3.3 Via de perfusao

Como ja apontado anteriormente, a rota preferencial de administragéo
da solucéo de preservacgao € a artéria pulmonar. Contudo, desde meados dos
anos 90, tem-se estudado a rota contraria, isto €, a perfusao retrégrada, a partir
de uma abertura no atrio esquerdo ou pelas veias pulmonares. O fluxo
retrogrado possui algumas particularidades que parecem torna-lo muito atrativo
em relagdo a via convencional, anterograda. A perfuséo retrégrada promove a
retirada de microémbolos (coagulos e gorduras) dos leitos capilares, formados

apesar do uso da heparina, perfusdo da vascularizagdo brénquica (néo irrigada
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pela artéria pulmonar) e a limitagdo do efeito da vasoconstricdo da trama
vascular pulmonar?®,

Estudos experimentais ja associaram a rota retrégrada com melhor
funcdo e histologia do enxerto quando comparada com a via anterégrada®’ e
menor resisténcia vascular pulmonar em doadores com o coragdo parado®.
Venuta e colaboradores, em ensaio clinico randomizado, sugerem o uso da via
anterograda e retrograda combinadas para a perfusdo pulmonar®®. Apesar de a
via anterégrada continuar sendo a via preferencial durante a captagao
pulmonar (principalmente por sua facilidade técnica), muitos centros adotaram
em sua pratica uma nova perfusdo por via retrégrada durante o preparo do
bloco pulmonar pré-implante, com o objetivo de perfundir a arvore bronquica,
retirar possiveis émbolos e elementos figurados do sangue para reduzir a
producdo de radicais livres pelo mecanismo das xantinas®*°. O grupo de
Toronto advoga uma perfusdo inicial com a solugcdo de LPD-glicose
anterégrada com 50-60 mL/kg de solugdo e uma retrégrada com 250 mL por
veia pulmonar antes do implante®®. Um estudo retrospectivo com 153 pacientes
transplantados de pulmao reportou que a perfusao tardia por via retrégrada nao
acrescenta nada aos resultados da rota tradicional anterégrada exclusiva,
contudo, sugerem o uso da perfusdo retrégrada ainda com os pulmdes no

doador em ventilacdo, apds a perfusao inicial pela artéria pulmonar®.

3.4 Volume de solugao de preservacgao

A quantidade de solucédo utilizada para preservagido pulmonar vem

sendo analisada desde os anos 80. Baixos volumes de solugdo, como 20
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mL/kg, ndo atingem o necessario para uma boa perfusdao. Com estes volumes,
associados ao baixo fluxo, os pulmdes nao sado perfundidos de maneira
uniforme. As regides pulmonares dependentes da gravidade recebem a maior
parte da solugdo, enquanto segmentos ventrais sao pouco perfundidos e
apresentam deterioracdo mais precoce com perda importante da fungdo. A
maioria dos grupos de transplante usa de 50 a 75 mL/kg, volume suficiente
para uma perfusdo uniforme e resfriamento do 6rgdo. Contudo, Steen e
colaboradores sugerem o uso de 150 a 180 mL/kg de Perfadex® para obter

uma limpeza mais clara das regiées anteriores®’.

3.5 Pressao de perfusao da solucao de preservacao

A perfusdo da solucido de preservacao pela artéria pulmonar no
momento da coleta ndo deve ser realizada com pressdes muito elevadas. O
tema foi analisado por Sasaki e colaboradores que, utilizando coelhos,
demonstraram que perfusdo com pressao da solugédo de 5, 20 e 25 mmHg néo
foi capaz de uma perfusdo clara e uniforme do leito vascular pulmonar,
resultando em hipofuncdo e edema pulmonar pés-reperfusdo. Contudo, com
pressdes de perfusdo de 10 e 15 mmHg (13,6 e 20,4 cmH,0) se obteve boa
perfusdo do leito pulmonar e manutengdo de funcdo pulmonar adequada®®.
Seguindo essa linha de pesquisa, Tanaka e associados observaram que
pressdes de perfusdo menores que 20 mmHg sdo necessarias para que se
mantenha a habilidade de produc&o de éxido nitrico endégeno nos pulmdes
preservados®®. Os melhores resultados com pressdes mais baixas da solugao

também foram encontrados por Schumann e colaboradores em modelos
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suinos, quando os pulmodes perfundidos com solugdes posicionadas a 65 cm
de altura em relagdo aos pulmdes apresentaram menos edema e melhor
funcao da mecanica pulmonar que os pulmdes perfundidos com solug¢des a 105
cm de altura®. Ainda ndo ha ensaios clinicos que confirmem os experimentos,
mas baixas pressdes de infusdo da solugcédo de perfusao tém sido utilizadas na

pratica clinica.

3.6 Temperatura da solugao de preservagao e de armazenamento

A hipotermia permanece como meio fundamental para a preservagao
pulmonar. Entretanto, baixas temperaturas interferem em varias atividades
celulares, como a producgao de surfactante pelos pneumdcitos tipo |l e causam
lesdes ao endotélio. Os efeitos negativos do resfriamento, no entanto, sao
compensados pela sua capacidade em diminuir o metabolismo celular,
essencial na preservagao pulmonar em um ambiente hipoxémico e com baixa
oferta de substratos energéticos.

A refrigeracdo dos pulmdes € realizada tanto pela solugdo de
preservacao quanto pelo resfriamento direto do 6rgao. Trabalhos apresentaram
proposta de uso de solucdes de perfusdo a 22°C% e 23°C®, seguidos de
resfriamento tépico dos pulmdes como sendo melhor que solugdes em
temperaturas de 10°C ou mesmo 30°C, contudo, ainda faltam estudos clinicos
que sustentem o uso de solugdes nestas temperaturas. Portanto, apesar das
potenciais lesbes que a infusdo da solugdo fria possa fazer ao endotélio
vascular, sua participacdo no processo de resfriamento e preservacédo dos

pulmdes é mais vantajosa, e a perfusao pulmonar com solugao resfriada (em
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torno de 4°C) ainda é recomendada pela maior parte dos centros de
transplantes.

A temperatura ideal para a conservagao dos pulmdes ainda néo € um
consenso. A maioria dos centros mantém o 6rgao armazenado entre 0 e 10 °C,
uma vez que pulmdes preservados a mais de 10°C requerem uma quantidade
superior de compostos metabdlicos, tém tempo de isquemia menor e maior
risco de lesao de reperfusdo. Os 6rgaos, apos a retirada, sdo acondicionados
em sacos estéreis contendo solugdo de preservagao ou salina e mantidos em
recipientes com gelo para sua conservagao até o implante. Com o
desenvolvimento da técnica de perfusado pulmonar ex vivo, a refrigeragdo dos
pulmdes pode comegar a ser menos necessaria, tendo em vista que € possivel
manté-los conservados em normotermia por um periodo de tempo superior aos

praticados com a isquemia fria°.

3.7 Ventilagao e insuflagao pulmonar durante o armazenamento

Os pulmbdes, como mencionado anteriormente, possuem uma
particularidade em relagao a outros 6rgéos, que € a capacidade de manter um
metabolismo aerdbio durante o periodo de isquemia. Todavia, a presenca de
oxigénio na membrana alvéolo-capilar possui como desvantagem a indugao de
um aumento na produgdo de radicais livres de oxigénio causado pela
peroxidacao lipidica. A fragdo de oxigénio ideal para ser usada durante a
perfusdo e armazenamento dos pulmdes ainda nao é certa e, apesar de alguns
grupos utilizarem concentracdes de até 100% de oxigénio, a maioria dos

centros prefere porcentagens menores que 50%, ndo somente durante o
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periodo de perfusdo, mas também durante o armazenamento, visando evitar
lesdes celulares por radicais livres.

Areas pulmonares atelectasiadas ndo sdo bem perfundidas, devido &
vasoconstricao reflexa do leito vascular. A ventilagao pulmonar antes e durante
a infusdo da solugdo de preservacao é fundamental para assegurar que 0s
segmentos ndo permanegam colapsados durante a perfusdo. Contudo, varios
autores alertam sobre os riscos da hiperinsuflagdo pulmonar e a correlaciona
com aumento da permeabilidade capilar®®, injuria de reperfusdo por
barotrauma® e disfuncdo do enxerto®.

Para evitar lesGes alveolares e garantir segmentos sem atelectasias, o
grupo de Toronto recomenda manobras de recrutamento pulmonar antes do
inicio da perfusao e a ventilagdo com aproximadamente 10 mL/kg e pressao
positiva expiratéria final (PEEP) de 5 cmH;O durante a perfusdao. Os pulmdes
sao, entdo, insuflados com um volume de 50% da capacidade pulmonar total
ou uma pressdo maxima de 20 cmH,O e a traquéia clampeada®®®. A
manutengdo dos pulmdes insuflados durante o armazenamento mantém a

producao de surfactante e diminui a lesdo de isquemia e reperfusdo’®®’.

3.8 Perfusao pulmonar ex vivo

Atualmente, a utilizacdo de um sistema de avaliacdo e
recondicionamento pulmonar apos a retirada dos pulmdes do doador esta entre
as principais tentativas de diminuir a desproporgéo entre procura e demanda
por pulmdes para transplante. Esta técnica foi proposta inicialmente por Steen

e colaboradores, do Grupo de Transplante Pulmonar de Lund, na Suécia, para
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avaliagdo de pulmdes retirados de um doador com coragdo parado’, ou seja,
doadores que houve parada cardiorrespiratéria irreversivel. Nestas condi¢des
nao era possivel avaliar a fungcdo pulmonar do doador antes da retirada dos
orgaos. Assim, a intencdo dos autores foi realizar uma avaliacédo da funcéo
pulmonar ex vivo, utilizando um ventilador mecéanico e um circuito de circulagao
extracorpérea. Na ocasido, apenas o pulmao direito foi utilizado para
transplante com bons resultados’. A técnica de avaliagdo ex vivo foi refinada e
consolidada em estudo experimental em porcos, no qual se observou a
manutencado de funcdo pulmonar satisfatoria tanto durante a avaliagao ex vivo
quanto apods o transplante®.

Desde os primeiros experimentos com doadores com coragao parado,
Steen e colaboradores aventaram a possibilidade do uso da técnica de
avaliacao ex vivo para pulmdes que tivessem sido recusados para transplante
de doadores cadavéricos convencionais7, ou seja, em morte encefalica. De
fato, trabalhos ulteriores foram publicados nos quais a técnica de avaliagado ex
vivo foi utilizada em pulmdes humanos rejeitados para transplante pulmonar®'°,
A recusa se deveu principalmente a baixa relagao PaO,/FiO,. Nesses estudos,
foi evidenciado que os pulmdes previamente recusados poderiam ser
recondicionados pela técnica ex vivo, tornando-os definitivamente aptos a

serem transplantados®'°.

O relato do primeiro transplante de um pulméo
previamente rejeitado e aproveitado apoés o recondicionamento ex vivo
realizado com sucesso em humanos foi publicado em 2007"". Posteriormente,

o Grupo de Lund publicou resultados satisfatorios, apés o seguimento de um

ano, de espirometria e teste de caminhada de seis minutos de cinco pacientes
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que receberam pulmdes recondicionados pela técnica ex vivo. A técnica de

recondicionamento ex vivo se mostrou factivel e segura para uso clinico’.

3.8.1 Solugao de recondicionamento e normotermia

Dois fatores sdo apontados como fundamentais para o sucesso da
técnica de recondicionamento ex vivo: 1) o uso de uma solugdo de alto
gradiente de pressao coloidosmdtica; e 2) a manutencdo da normotermia™®.

A solucao de recondicionamento utilizada foi desenvolvida pelo Grupo
de Lund e chamada de Steen Solution®. A Steen Solution® ¢ uma solucéo
tamponada, do tipo extracelular (ou seja, com baixa concentracdo de potassio
e alta concentragdo de sédio), contendo dextrano e albumina®. Sabe-se que a
baixa concentracdo de potassio € menos lesiva a integridade estrutural e
funcional das células endoteliais, podendo levar a diminuigdo na producgao de
oxidantes e vasoconstrictores'.

O dextrano € uma macromolécula que, além de exercer fungao de
aumento da pressao oncética, melhora a capacidade de deformagdo das
hemacias, previne a agregacao eritrocitaria e induz desagregagado nas
hemacias ja agregadas, além de apresentar efeito antitrombaético por agao na
superficie endotelial e plaquetaria’. Esses efeitos contribuem para melhorar a
microcirculagdo pulmonar e preservam a interface endotélio-epitélio, o que
pode, secundariamente, reduzir o grau de extravasamento de agua e proteinas
quando da reperfusdo™. A albumina tem a fungao, junto com o dextrano, de
manter um alto gradiente de pressédo coloidosmoética, no intuito de evitar o

desenvolvimento de edema pulmonar durante o recondicionamento®.
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Assim como na solugao de Steen®, a solugdo de para avaliagao
pulmonar de producdo nacional foi produzida em uma base de cristaloide,
glicose e dextran 40 com adigcado de albumina no momento do uso (Tabela 2).

Tabela 2 — Composic¢ao da solu¢ao de produgao nacional

Componente Quantidade
Cloreto de Potassio 0,29¢g/L
Cloreto de Sédio 7,91g/L
Dextrano 40 49,5g/L
Gliconato de calcio 0,53g/L
Glicose 2,3g/L
Agua para injetaveis 881mL
asp

Albumina humana 119mL
20%*

Nota: * A albumina humana é
adicionada no momento do preparo da
solugdo para uso, totalizando 1 litro de
solugao.

O uso de isquemia fria, apesar de ser fundamental na preservagao
pulmonar, tendo em vista a diminuicdo da atividade metabdlica e consequente
reducdo na taxa de degradagdo de componentes celulares essenciais, também
esta implicada com uma sucessdo de eventos que propiciam a ativagao de
mediadores inflamatorios'. Entre esses eventos esta a inativacdo da bomba
Na/K-ATPase, com conseqiiente edema celular'®; o acumulo de oxidantes,
principalmente devido a resposta do endotélio, macréfagos e neutrofilos
marginados a isquemia, levando aos efeitos deletérios da peroxidagdo
lipidica'”'®; a sobrecarga intracelular de calcio potencializando a acdo dos

radicais livres'®; a liberacdo de ferro livre promovendo as reacdes oxidativas e

ativando a agregacao plaquetaria®®; e a inducdo de morte celular, tanto na
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forma de necrose como na forma de apoptose, ambas associadas a pior fungao
< = 21,22
pulmonar apoés a reperfusao” <.

Utilizando a técnica de recondicionamento ex vivo, Cypel e
colaboradores demonstraram a preservacao da fungéo de pulmdes submetidos
a 12h de perfusdo em normotermia'?>. Dessa forma, a possibilidade de
manutengao da fungdo pulmonar apds periodos prolongados de normotermia
poderia diminuir o efeito dos processos deletérios desencadeados pela

isquemia fria. Além disso, poderia permitir a agdo de processos reparadores

habituais no pulméo lesado durante o periodo entre a extragdo e o implante®.

3.8.2 Vantagens do recondicionamento pulmonar ex vivo

O principal beneficio imediato da técnica de recondicionamento ex vivo
seria 0 aumento substancial no numero de pulmdes disponiveis para
transplante, levando a diminui¢do do tempo de espera e, consequentemente, a
diminuicdo da mortalidade em lista de espera. Além disso, novas possibilidades
seriam abertas para o uso de medidas terapéuticas especificas durante o
processo de recondicionamento pulmonar. Por exemplo, antibiéticos poderiam
ser utilizados para combater infec¢gdes no pulmao doador, ou poder-se-ia langar
mao de estratégias ventilatorias diferenciadas para cada pulmao sob
recondicionamento. Estas medidas poderiam melhorar os desfechos

associados ao transplante pulmonar num futuro préximo>.
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4. Material e Métodos

4.1 Desenho experimental

Foram utilizados 16 pulmdes humanos retirados de doadores em morte
encefalica, considerados inadequados para o transplante pulmonar de acordo
com os critérios utilizados em nosso Servigo, definidos pela ISHLT e a
Associacdo Brasileira de Transplantes de Orgaos®.

Os pulmoes foram retirados mediante aprovacao do Servico de Procura
de Orgaos e Tecidos (SPOT) e consentimento informado do responsavel legal.

Todos os pulmdes foram submetidos a perfusdo anterégrada com
Perfadex® (Vitrolife, Gotemburgo, Suécia) e acondicionados sob isquemia fria
(4 a 8°C) por 10 horas. Apds este periodo, os pulmdes foram designados, por
sorteio, para inclusdo em um dos grupos:

- Grupo STEEN (n=8): recondicionamento ex vivo com Steen Solution®
(Vitrolife AB).

- Grupo SRNac (n=8): recondicionamento ex vivo com solucdo de
recondicionamento pulmonar de fabricagao nacional.

O desenho experimental esta esquematizado na figura 1.
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Figura 1 — Desenho experimental.
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4.2 Perfusao pulmonar

O doador foi posicionado em decubito dorsal horizontal, com coxim sob
as escapulas. Foi realizada esternotomia mediana, seguida de abertura do
pericardio e das pleuras mediastinais. Na sequéncia, as veias cavas superior
(VCS) e inferior (VCI) foram dissecadas e reparadas, € uma sutura em bolsa foi
realizada com fio de polipropileno 4-0 no tronco pulmonar, seguida da
introducédo de uma canula de perfusao.

Ap0ds a heparinizagao (250-300 Ul/kg) do doador, foram injetadas 500ug
de prostaglandina E1 (Bedfordalprost®, Ben Venue Laboratories, EUA) no
tronco da artéria pulmonar. Nesse momento, foi realizada a primeira biopsia
pulmonar no lobo médio.

Em seguida, a VCS foi ligada e a VCI seccionada acima do diafragma.
ApoOs pincamento da aorta ascendente, iniciou-se a perfusao pulmonar com 3
litros (50 a 75 mL/kg) da solugdo de preservacdo (Perfadex®) a 4°C. Uma
incisdo de cerca de dois centimetros foi feita na auricula esquerda para
drenagem da solugado de preservacgao. Solugao salina gelada foi colocada nas
cavidades pleurais para o resfriamento dos pulmdes enquanto todo o sangue
do doador era aspirado.

A ventilacdo pulmonar foi mantida durante todo o processo de perfusao
a fim de permitir uma perfeita distribuicdo da solugdo de preservacao e evitar a

formacgao de atelectasias.
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4.3 Extragao pulmonar

Terminada a perfusdo, a canula foi retirada e iniciou-se a extragao dos
pulmdes, com o cuidado de que as veias pulmonares de cada lado ficassem
unidas por um retalho atrial, com a presenca de ténue camada de musculatura
do atrio esquerdo. A VCS foi seccionada logo abaixo da ligadura, liberando-a
da artéria pulmonar direita. A aorta foi seccionada proximo ao local de
pincamento e o tronco pulmonar seccionado antes da sua bifurcacao,
permitindo a retirada definitiva do coragao.

A liberagdo dos pulmbes teve inicio pela secgdo dos ligamentos
pulmonares. Foi liberado todo o tecido mediastinal anterior ao es6fago, desde o
diafragma até dois ou trés anéis traqueais acima da carina. Apds a liberacéo
dos pulmdes e dissecgao da traquéia distal, esta foi pingada com os pulmdes
insuflados. Apds a secgao traqueal, os pulmdes foram retirados do campo
operatério. Foram retiradas em bloco todas as estruturas toracicas, incluindo
todo o pericardio e estruturas adjacentes, artéria e veias pulmonares. Em
seguida, os pulmdes foram imersos em soro fisiolégico gelado e transportados
em recipiente térmico, mantendo-se a temperatura entre 4 e 8°C, até o
Laboratdrio de Cirurgia Experimental do Instituto do Coragdo do HC/FMUSP.

Na chegada ao InCor, o bloco pulmonar era pesado e novamente
acondicionados em sacos para serem colocados em um refrigerador a 4°C por
10 horas. Apds 10 horas de isquemia fria, uma segunda biépsia pulmonar foi
realizada no lobo médio, os pulmdes eram novamente pesados e, logo a

seguir, foram submetidos a técnica de recondicionamento pulmonar ex vivo.
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4.4 Técnica de recondicionamento pulmonar ex vivo

O recondicionamento pulmonar foi realizado segundo a técnica ex vivo
descrita por Steen e colaboradores e modificada por Cypel e
colaboradores'®".

Foi utilizado um recipiente plastico rigido e transparente (XVIVO®,
Vitrolife, Guthenburg, Suécia) onde foram acondicionados os pulmdes (figura
2). Ao recipiente foi conectado um circuito de circulagdo extracorpérea
composto por uma bomba centrifuga, um regulador de temperatura, um
oxigenador de membrana e sensores de temperatura e fluxo (figura 3). O

sistema foi preenchido com 1,5 litros da solugdo de recondicionamento (Steen

Solution® ou solugado de recondicionamento de fabricagdo nacional).

Figura 2 - Caixa para suporte do bloco pulmonar (XVIVO®
Chamber) no sistema de perfusao pulmonar ex vivo.

O oxigenador de membrana, utilizado para desoxigenar a solugdo de
reperfusao, estava ligado a um misturador de gases que recebia fluxo de duas
fontes: uma de oxigénio puro e outra de uma mistura de 7% de CO; e 93% de

N». O fluxo dos gases foi ajustado até que os valores gasométricos da solugéo
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de reperfusdo fossem similares ao do sangue venoso humano. Ao inicio da
reperfusdo, o misturador de gases era ajustado em 35%, permitindo a injecéo
de aproximadamente 15% de oxigénio no sistema antes do inicio da ventilagao.
Uma amostra do perfusato era colhida neste momento para analise em um
aparelho de gasometria. O fluxo do misturador, inicialmente em 0,5 I/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.
Apés o inicio da ventilagdo, a mistura de gases foi alterada para 7% de CO; e
93% de Ny, sem O,. Desta forma, todo o oxigénio detectado na gasometria era

oriundo da troca gasosa pulmonar.

Monitor Ventilador

Gés
N2 93%
02 7%

]/\ Reservatori =

Bomba
centrifuga

Trocador de calor

Cémara ex-vivo

Figura 3 — Sistema de perfusao pulmonar ex vivo.
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A artéria pulmonar e a traquéia foram canuladas e conectadas
diretamente ao circuito (figura 4). O sangue proveniente das veias pulmonares
foi coletado no recipiente plastico e drenado para o circuito. Um sensor de
pressao foi conectado a canula da artéria pulmonar (figura 5); um sensor de
fluxo foi conectado ao circuito logo antes da canula da artéria pulmonar; e um
sensor digital de temperatura foi colocado no interior de uma das veias

pulmonares.

Figura 4 — Detalhe da canulagdao do bloco pulmonar: tubo orotraqueal
introduzido na traquéia (seta branca) e canula acoplada ao tronco da
artéria pulmonar (seta preta).

A reperfusdo foi iniciada com um fluxo de 100 mL/min a 25°C. Os
pulmbes foram gradualmente aquecidos pela elevagdo da temperatura da

solugdo de recondicionamento por meio do regulador de temperatura. O fluxo
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era elevado gradualmente (Tabela 2) 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 corporea (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 formagao de
edema. Se a PAP atingisse 20 mmHg antes do fluxo maximo calculado, a

elevacao deste era interrompida e o valor anotado como o fluxo alcangado.

Figura 5 — Detalhe da canula da artéria pulmonar (a esquerda). Nota: A
sonda embutida na canula era conectada a um transdutor de pressao
permitindo a monitorizagao continua da pressao de artéria pulmonar.

A temperatura também era continuamente monitorizada através de um
sensor retal de temperatura colocado em uma das veias pulmonares e
conectado ao termdémetro clinico digital AG-2000. A temperatura era elevada
lentamente até atingir a normotermia (37 °C) aos 30 minutos de reperfuséo

(Tabela 3).
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Tabela 3 — Estratégia para execug¢ao da perfusao 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)

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

Quando a temperatura atingia 32 °C (em torno de 20 min de reperfusao),
a ventilagéo era iniciada e o misturador de gases ajustado para 21%. Com isso,
o0 oxigenador de membrana recebia somente a mistura de nitrogénio e gas
carbdnico, passando a atuar como um “desoxigenador”. O tubo orotraqueal era
conectado a um ventilador com os seguintes ajustes iniciais: volume corrente
de 6 ml/kg, freqiéncia de 7/min, PEEP de 5 cmH,0 e FiO, de 100 %. O volume
corrente inicial era entdo elevado gradualmente até atingir 8 ml/kg do peso

ideal do doador.

Apos 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 gasométrica. Novo
fragmento era retirado do lobo médio para anadlise histolégica. O bloco
pulmonar era pesado e o pulmao esquerdo separado do bloco para calculo da

razao peso umido-peso seco.
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4.5 Variaveis de estudo

4.5.1 Avaliagao do edema pulmonar

O bloco pulmonar foi pesado em trés momentos: 1) chegada ao InCor; 2)
apo6s o periodo de isquemia fria; e 3) apds o recondicionamento no sistema ex
Vivo.

Para a analise da razdo entre o peso umido e 0 peso seco, apenas 0
pulmao esquerdo foi utilizado, sendo pesado apds a avaliacdo no sistema ex

vivo (peso umido) e apos 24h em estufa a 60 °C (peso seco).

4.5.2 Func¢ao pulmonar

Amostras da solugao de reperfusao obtidas das veias pulmonares foram
analisadas com auxilio de um gasbmetro. As seguintes medidas foram
realizadas: pH, presséao parcial de O, (PaO,), presséao parcial de CO, (PaCO,).

O principal pardmetro da avaliagao funcional era a capacidade de
oxigenagao (APO,), definida pela férmula (1) abaixo, na qual PvO; era a
pressao parcial de oxigénio no perfusato que entrava na artéria pulmonar e
PaO, a pressao parcial de oxigénio no perfusato que saia das veias
pulmonares.

APO; (mmHg) = PaO; (mmHg) - PvO,; (mmHg) (1)

E a capacidade relativa de oxigenacéo expressa pela formula (2)*°:

CRO = [PaO; - PvO;] x 100/PvO, (2)



30

A resisténcia vascular pulmonar (RVP) foi calculada indiretamente pela
férmula (3):

RVP = [(PAP - PAE)/FAP] x 80 (3)

Onde: PAP = Pressao média de artéria pulmonar
PAE = Pressao de atrio esquerdo

FAP = Fluxo arterial pulmonar

Atribuiu-se o valor zero para a PAE devido a auséncia do coragdo no
sistema.

Durante a ventilagdo dos pulmdes, o ventilador exibia os valores do
volume corrente (Vc) aplicado, pressao de platé da via aérea (Pp), frequéncia
respiratoria e pressao positiva no final da expiragao (PEEP). Ap6és 1 hora de
reperfusdo, esses valores eram anotados para o calculo da complacéncia
(estatica) pulmonar (CP) conforme formula (4) abaixo.

CP (ml/lcmH;0) = Vc (ml) / Pp (cmH;0) - PEEP (cmH;0) (5)

4.5.3 Avaliacao histolégica

4.5.3.1 Microscopia 6tica

Fragmentos retirados antes da isquemia, antes e apos a reperfusao
foram fixados em solugdo tamponada de formaldeido a 4% por 24h e a seguir

embebidos em parafina. Cortes de 5 ym foram realizados e corados com



31

hematoxilina e eosina. Foi realizada analise semiquantitativa, baseada na

avaliacao de 13 parametros como apresentado na tabela 4.

Foi utilizada uma graduagéo padronizada das alteragées numa escala de
0 a 3, sendo: 0 = sem alteragdo; 1 = alteracdo discreta; 2 = alteracéo
moderada; e 3 = alteracdo intensa. Dessa forma, o escore de lesdo pulmonar
(ELP) foi determinado pela somatéria do valor te todos os parédmetros, podendo

variar de 0 (nenhuma les&o) a 39 (les3o total)®®%°.

Tabela 4 — Variaveis analisadas na escala da avaliagao histolégica

Edema intersticial Exsudato alveolar Fibrina alveolar
Edema alveolar Hemorragia intersticial Reatividade de
pneumaocitos
Espessamento Hemorragia alveolar Macrofagos alveolares
arteriolar
Trombose vascular Infiltrado inflamatério Necrose
intersticial

Fibrose intersticial

4.5.3.2 Avaliagao de apoptose

Fragmentos do pulmao direito foram submetidos a avaliagdo de
apoptose pelo método TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit — POD, Roche).
As laminas brancas foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol de 5 minutos
cada (1 a 60 °C, e dois a temperatura ambiente), reidratadas em gradiente de
etanol (100%, 95%, 90%, 80%, 70%) e incubadas com proteinase K por 30 min
a temperatura ambiente. Apds lavagem por 2 banhos de 3 minutos em PBS,
foram incubadas em metanol por 30 minutos a temperatura ambiente. A seguir,
lavadas 2 vezes em PBS e apds a secagem da area em torno da amostra,
foram pipetados 50 uL da mistura de reagdo TUNEL, sendo 5 uL da solugéo de
enzima (tubo 1 blue) mais 45 pL da solugdo de marcador (tubo 2-violeta), que

marcou as fitas de DNA por TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase), o qual
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catalisa polimerizagao de nucleotideos marcados de extremidades livres 3’-OH
de uma maneira independente (reacdo de TUNEL), por amostra. Foram
incubadas as amostras sob parafilme em camara umida a 37°C por 60 minutos,
e apos o periodo de incubacéao foi realizada a lavagem por 3 vezes em PBS.

Por fim, as laminas foram montadas com laminulas de vidro, glicerina e PBS.

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 microscépio
para captura das imagens, ligada a um computador (figura 6). Através do
programa de processamento de imagens digitais AxioVision versao 4.7 (Carl
Zeiss), a imagem era mostrada no monitor em um campo de 0,02 mm?, e as
células apoptéticas eram visualizadas na cor verde brilhante (figura 7). As
células apoptoticas foram contadas em cinco campos escolhidos

aleatoriamente (area total de 0,1 mm?; aumento de x400).
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Figura 6 — Microscopio de fluorescéncia Axioskop 2 Plus (Carl Zeiss,
Jena, Alemanha) com camera filmadora e monitor usados para a
contagem de células apoptéticas.
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Figura 7 — Representacao da técnica de identificagdo de células
apoptoticas (setas vermelhas) usando o programa de analise de
imagem AxioVision a partir de imagens captadas pelo microscépio
de fluorescéncia em aumento de 400 vezes.

4.5.4 Analise estatistica

As analises descritivas foram realizadas apresentando médias e desvios
padrao para variaveis de distribuicdo normal. Os pressupostos da distribuicao
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.

A comparagdo dos grupos quanto as caracteristicas clinicas e

demograficas dos doadores foi efetuada com o teste qui-quadrado (ou exato de
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Fisher) para as variaveis categoricas e teste t de Student para as variaveis
continuas. Ja 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 nao tiveram distribuicdo normal.

Foi considerada uma probabilidade de erro do tipo | (a) de 0,05 em todas
as analises inferenciais. As analises estatisticas descritivas e inferenciais foram

executadas com o software SPSS versao 13.0.
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5. Resultados

As captacdes dos 16 blocos pulmonares ocorreram no periodo de abril
de 2009 a setembro de 2010. Os doadores tinham idade média de 44,6 + 19,0
anos, sendo 7 homens e 9 mulheres. A maioria desses pulmdes foi rejeitada
pelas equipes transplantadoras por fungdo pulmonar ruim, avaliada através da
gasometria arterial, a qual se mostrou insatisfatoria em 14 casos (PaO; inferior
a 300 mmHg com FiO, de 100% e PEEP de 5 cmH20). Em outros 2 casos, o
motivo de recusa foi incompatibilidade com o receptor e pneumonia. A PaO,
arterial média encontrada entre os doadores foi de 203,2 £+ 19,0 mmHg. A
principal causa de 6bito entre os doadores foi acidente vascular cerebral (AVC)
hemorragico (9 doadores). Outras causas de Obito foram: hemorragia
subaracnoide (2 doadores), encefalopatia andxica (2 doadores), trauma cranio-
encefalico (1 doador) e ferimento por arma de fogo (1 doador). Os grupos
estudados apresentaram homogeneidade com relagdo as caracteristicas
clinicas e demograficas avaliadas pré-perfusdo, como pode ser observado a

partir da tabela 5.



Tabela 5 - Homogeneidade dos grupos: caracteristicas clinicas e

demograficas

CARACTERISTICA STEEN SRNac VALOR
DO DOADOR n=8 n=8 p
IDADE (anos) 50,25 + 19,42 39,12 + 18,00 0,26
GENERO (F/M)* 1,66 1,00 0,99
IMC (kg/cm?) 26,70 + 3,69 25,11 £ 3,40 0,39
COMORBIDADES (%) 62,50 62,50 0,99
TABAGISMO (%) 25,00 37,50 0,99
PNEUMONIA (%) 50,00 12,50 0,28
TEMPO_UTI (dias) 5,87 + 3,35 3,50 + 2,13 0,11
VM (dias)** 5,87 + 3,35 3,50 +2,13 0,11
LEUCOMETRIA (mm°) 16.710,00 + 5.244,61 15.851,25+7.016,96 0,79
PaO, (mmHg)*** 206,04 + 119,25 200,40 + 58,20 0,91
PaCO, (mmHg)*** 37,66 + 15,48 36,74 + 15,43 0,91

Nota: As variaveis continuas estao expressas em média + desvio padrao e as

variaveis categoricas por seu numero relativo.
* Relagdo Feminino/Masculino

** Tempo que o doador ficou em ventilagdo mecanica (VM).

*** Gasometria arterial colhida com FiO, = 100% e PEEP =5 cmH-O0.

5.1 Avaliacao do edema pulmonar

O peso do bloco pulmonar foi igual em ambos os grupos nos trés
momentos de avaliagdo: inicio da isquemia (chegada ao InCor): STEEN =
1.026 £ 451 g, SRNac = 745 + 282 g, p = 0,180; fim da isquemia: STEEN = 998
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1+ 391 g, SRNac = 738 + 316 g, p = 0,184, e fim da reperfusdo: STEEN = 1.097
1+ 526 g, SRNac = 743 + 248 g; p = 0,163), conforme o grafico 1.

A relagao entre o peso umido e o peso seco dos pulmdes esquerdos

avaliados apds o recondicionamento foi maior no grupo reperfundido com a

solugdo nacional (SRNac = 3,63 + 1,26; STEEN = 2,06 + 0,28; p = 0,009)

(grafico 2).

Grafico 1 — Avaliacao dos pesos ao longo do tempo.
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Grafico 2 — Relagao entre o peso umido e o peso seco dos pulmoes
esquerdos avaliados apoés o) recondicionamento.
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5.2 Avaliacao funcional

Os valores de PaO2 foram equivalentes entre os grupos tanto no
momento da captagao dos pulmdes (STEEN = 206,04 £ 119,25 mmHg, SRNac
= 200,40 = 58,20 mmHg, p = 0,906) quanto apdés o periodo de
recondicionamento (STEEN = 498,00 + 37,53 mmHg, SRNac = 521,00 + 55,43

mmHg, p = 0,348) (grafico 3).

Também n&o houve diferenga entre os grupos quanto a capacidade
relativa de oxigenagao calculada ao final do recondicionamento, sendo de
501,37 + 207,77 nos pulmdes do grupo STEEN, e de 470,30 + 232,41 no grupo

SRNac (p=0,782; grafico 4).
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Grafico 3 — PaO; dos blocos pulmonares no momento da captagao (PRE
ISQ) e apdés 60 minutos de recondicionamento (POS REP).
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Grafico 4 — Capacidade Relativa de Oxigenacao (ROC) dos blocos
pulmonares dos grupos STEEN (Steen Solution®) e SRNac (solucao
de recondicionamento de fabricagdo nacional) apés o
recondicionamento.
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5.3 Avaliagcao hemodinamica

A Resisténcia Vascular Pulmonar (RVP) medida apés 60 minutos de
reperfusdo nos pulmdes do grupo STEEN foi de 787,99 + 367,23 dina.s.cm?,
enquanto no grupo SRNac esse valor foi de 1.026,81 £ 1.112,53 dina.s.cm™,

com p = 0,575, como observado no grafico 5.

Grafico 5 — Resisténcia Vascular Pulmonar dos blocos pulmonares dos
grupos STEEN (Steen Solution®) e SRNac (solugao de recondicionamento
de fabricagao nacional) apés o recondicionamento.
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5.4 Mecanica ventilatoria

A complacéncia pulmonar média observada ao final da reperfusao nos
pulmbdes do grupo STEEN foi de 46,75 £ 20,99 mL/cmH,;0O. Os pulmdes
perfundidos com SRNac apresentaram uma complacéncia média de 49,74 *
26,11 cmH,0. Nao houve diferenga estatistica (p = 0,809) entre os dois grupos

quanto a complacéncia pulmonar (grafico 6).

Grafico 6 - Complacéncia pulmonar medida nos grupos
STEEN (Steen Solution® e SRNac (solugdao de
recondicionamento de fabricagdo nacional) apés o
recondicionamento.
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5.5 Pressao de Vias Aéreas

A pressao de vias aéreas, medida apos 60 minutos de reperfusao, foi
similar nos dois grupos (STEEN = 17,25 + 3,81 cmH,0; SRNac = 18,14 £ 4,91

cmH;0; p = 0,698), como ilustrado no grafico 7.

Grafico 7 — Pressao de vias aéreas medida nos grupos STEEN (Steen
Solution®) e SRNac (solugao de recondicionamento de fabricagao
nacional) apés o recondicionamento.
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5.6 Analise Histolégica

O Escore de Lesao Pulmonar (ELP) foi igual em ambos os grupos nos
trés momentos de avaliacéo: antes da isquemia: STEEN = 3,75 £ 2,82, SRNac
=4,00 £ 2,51, p = 0,854; fim da isquemia: STEEN =4,50 £ 2,14, SRNac = 4,13
+ 1,64, p = 0,700; e fim da reperfusdo: STEEN = 4,38 £ 1,51, SRNac = 4,50 £

1,77; p = 0,881), conforme o grafico 8.

Grafico 8 — Escore de lesao pulmonar.
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* Biopsias dos lobos médios no momento da captacio (PRE ISQ), ap6s 10
horas de isquemia fria (POS 1ISQ) e apés 60 minutos de
recondicionamento (POS REP). Nao houve diferenga entre os grupos
STEEN (Steen Solution®) e SRNac (solugdo de recondicionamento de
fabricagao nacional) nos momentos avaliados.
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5.7 Apoptose

O numero de células apoptdticas também foi similar em ambos os
grupos nos trés momentos de avaliagdo: antes da isquemia: STEEN = 8,1 +
13,2 cel/mm? SRNac = 14,2 + 25,2 cellmm? p = 0,576; fim da isquemia:
STEEN = 3,4 + 3,5 cel/mm? SRNac = 5,8 + 7,0 cel/mm?, p = 0,416; e fim da
reperfusdo: STEEN = 2,4 + 2,0 cel/mm? SRNac = 4,8 + 6,9 cel/lmm? p =

0,361), conforme o grafico 9.

Grafico 9 — Células apoptéticas
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ap6s 10 horas de isquemia fria (POS 1SQ) e apdés 60 minutos de
recondicionamento (POS REP).
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6. Discussao

O transplante se tornou, ha pelo menos trés décadas, o principal
tratamento para varias doencas pulmonares em estadio avangado de
desenvolvimento. No entanto, diversos fatores concorrem para que o numero
de 6rgaos disponiveis e adequados para o transplante seja muito inferior ao de
pacientes incluidos nas listas de espera por esse tratamento. Gracas ao
desenvolvimento de solucdes de perfusao mais apropriadas e as adequacdes e
melhorias feitas nos circuitos de perfusdo, o recondicionamento pulmonar ex
vivo, apesar de ndo ser uma técnica nova, é hoje uma das mais importantes
tentativas de reverter esse quadro, possibilitando uma maior oferta de enxertos

viaveis aos pacientes.

Dentre os motivos elencados para o sucesso dessa técnica pode-se citar
a possibilidade de: inspecionar os pulmdes de maneira mais meticulosa;
remover de forma mais efetiva as secregdes bronquicas e os coagulos da
circulagado pulmonar; adotar um padréo de ventilagdo em que todo o volume e
pressao sao distribuidos para os pulmdes de maneira mais uniforme, por nao
haver a interferéncia da caixa toracica e do diafragma, além de, por meio de
manobras de recrutamento, desfazer as areas com atelectasias, melhorando,

assim, a relacéo ventilacdo/perfusao’®’".

Seguindo a tendéncia mundial dos principais centros transplantadores, o
Grupo de Transplante Pulmonar do InCor-HC/FMUSP ja vem utilizando a

técnica de recondicionamento ex vivo desde 2008, trazendo contribui¢cdes para
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area'®® 7273 No entanto, dados os problemas ja enfrentados em relacdo aos
tramites burocraticos e altos custos para importagdo das principais solugdes de
preservagao, nosso objetivo principal foi validar uma nova solugdo de
recondicionamento de fabricagdo nacional com, no minimo, a mesma
capacidade de recuperagdao dos pulmdes que a Steen Solution® vem

demonstrando.

A Steen Solution® é a solucdo de recondicionamento mais utilizada
atualmente, tanto experimental quanto clinicamente, devido a sua alta
capacidade de recuperar pulmdes recusados para o transplante por nao
preencherem os critérios minimos de funcionalidade, sendo a PaO, um dos
principais. De fato, em nosso estudo, a PaO, medida no momento da captacao
dos enxertos foi, em média, de 200 mmHg, similar ao observado em outros
estudos'®®"273 e muito abaixo dos 300 mmHg (FiO, = 100% e PEEP = 5 cm

H,0) preconizados para o doador ideal.

Entretanto, os estudos mostram que, apd6s o periodo de
recondicionamento com a perfusao de Steen Solution®, os valores médios de
PaO, chegam a atingir de 380"""° a 500%°® mmHg, como observado em nosso
estudo, mesmo nos pulmdes recondicionados com a solugdo nacional.

Interessante ainda notar que, apesar do maior tempo de ventilagdo mecanica

|-68

dos nossos doadores e do estudo de Medeiros et al.””, cerca de 5 e 7 dias,

respectivamente, os valores de PaO; apds o recondicionamento foram maiores

|.71 |.75

que os alcangados nos estudos de Wierup et al.”" e Egan et al.””, nos quais os
doadores permaneceram apenas por 2 dias, em média, sob ventilagdo

mecanica.
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A eficiéncia das solugdes de recondicionamento usadas no presente
estudo ficou comprovada também pelos valores calculados da capacidade
relativa de oxigenagao, que revelaram uma adequada troca gasosa realizada
pelos pulmdes apdés 60 minutos de perfusdo. Alias, esses dados corroboram

uma das alteragdes feitas por Cypel et al.’

sobre o protocolo inicial
desenvolvido por Steen et al.®’, qual seja, de usar apenas a solucdo de
recondicionamento para a perfusdo do 6rgao, sem adigdo de concentrado de
hemacias. Com isso, demonstraram n&o apenas que era possivel garantir e
verificar a troca gasosa diretamente na solugao circulante, como também evitar
os prejuizos da hemdlise, que normalmente se observa nos circuitos de
circulagado extra-corpérea, mesmo com um hematocrito de aproximadamente

15%°". Dessa forma, a solucdo nacional testada em nosso estudo foi

equivalente a Steen Solution®.

Um dos beneficios mais marcantes do recondicionamento ex vivo com a
Steen Solution® é a redugdo do edema pulmonar devido a alta pressao
oncotica desse perfusato, determinada pela presenca de albumina e dextran
em sua composi¢ao. Além disso, o dextran tem propriedades antitrombdticas e
reveste a superficie endotelial da circulagdo pulmonar e dos tubos do circuito’.
Na verdade, o edema pulmonar € um fator geralmente presente no processo de
isquemia-reperfusdo, devido ao aumento da permeabilidade vascular e a
ruptura da barreira alvéolo-capilar. Essa maior ou menor retengdo de agua no
tecido pulmonar esta diretamente relacionada a viabilidade ou a disfuncdo do

enxerto, refletindo a qualidade da preservacdo.
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No presente estudo, a solucdo de recondicionamento de fabricagao
nacional foi menos eficiente em evitar a formacado de edema nos pulmdes,
medido através da razdo entre o peso umido (logo apds a perfusao por 60
minutos) e o peso seco (apds 24 horas em estufa). No entanto, esse evento
parece nao ter causado prejuizo significante para a troca gasosa, ja que,
conforme discutido anteriormente, a PaO2 e a capacidade relativa de
oxigenagao foram boas em todos o0s pulmbes recondicionados,
independentemente do tipo de solugdo usada. Além disso, 0 peso dos blocos
pulmonares registrado em trés momentos ao longo do experimento - logo apos
a captacdo, apos 10 horas de isquemia fria, e apdés 60 minutos de

recondicionamento, ndo sofreu alteracao significativa.

Além das caracteristicas quimicas proprias das solugdes de
recondicionamento, o fluxo de perfusao também pode influenciar a formagao de
edema alveolar e intersticial. A perfusdo dos pulmdes com as solugdes de
preservacdo com um fluxo maximo de aproximadamente 40% do débito
cardiaco estimado foi outra modificagao introduzida por Cypel et al.’’, o que
possibilitou o aumento do tempo total de perfusdo do o6rgdo devido a
diminuicdo do edema. A explicagdo € que o baixo fluxo protege a
microvasculatura pulmonar contra a lesdo mecéanica do endotélio, mantendo a
integridade da barreira alvéolo-capilar e evitando, assim, o extravasamento de

liquido dos vasos.

A consequiéncia desse beneficio pode ser verificada diretamente através
de parametros hemodinamicos e funcionais, como a resisténcia vascular e a

complacéncia pulmonar. De fato, a resisténcia de um vaso é dependente, entre
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outros, da intensidade do fluxo que passa por ele. Assim, para este estudo,

adotamos o fluxo preconizado por Cypel et al.®

, para garantir a manutencao da
pressao da artéria pulmonar entre 10 e 15 mmHg. Com isso, ndo observamos
diferenca nos valores da resisténcia vascular pulmonar entre os grupos

tratados com a Steen Solution® e com a solugéo de fabricacdo nacional.

A resisténcia vascular também pode ser influenciada por alteragées no
diametro do vaso, segundo a relacdo de Poiseuille-Hagen’®. Por exemplo, uma
vasoconstricdo pode levar a um aumento da resisténcia caso o fluxo ndo seja
diminuido proporcionalmente. Ora, € consenso que temperaturas baixas, em
geral, causam a contragdo de um ente material, qualquer que seja o estado
fisico em que se encontra: sélido, liquido ou gasoso. E ainda, que ocorre o
oposto caso tal ente seja submetido a temperaturas mais altas, isto é, sua
dilatagdo. Logo, fica evidente que a hipotermia a que sdo submetidos os
pulmdes no momento da perfusdo com a solugao de preservagao, bem como
durante o periodo de isquemia fria, causa uma contracdo generalizada da
microvasculatura pulmonar, o que pode elevar subitamente a resisténcia

vascular, além de favorecer o acumulo de microémbolos nos vasos capilares.

A normotermia vem sendo usada no sistema de perfusao ex vivo desde
o inicio de sua idealizacdo por Steen et al.®> Em condicdes de normotermia, os
vasos se dilatam, favorecendo o fluxo da solugdo de recondicionamento e a
remogao de coagulos e microémbulos, como também diminuindo a lesdo do
endotélio e a resisténcia vascular pulmonar. De fato, foi demonstrado que
pulmdes mantidos por 12 horas em isquemia fria e perfundidos, a seguir, por

mais 12 horas com solugdo normotérmica tiveram um melhor desempenho
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apos o transplante em relagao aos pulmdes mantidos apenas em isquemia fria

por 24 horas’’.

A hipotermia também pode estar relacionada com a diminuicdo da
complacéncia pulmonar, ja que o tecido frio se torna rigido e oferece muita
resisténcia a expansao pela insuflacido de ar. Por outro lado, o aquecimento
gradativo do pulmao pela circulagdo da solugdo normotérmica oferece ao
tecido pulmonar condi¢bes mais proximas da situacdo fisiolégica normal,
permitindo o seu enchimento e esvaziamento de maneira mais adequada. Em
nosso estudo, a complacéncia pulmonar foi similar em todos os pulmdes apos
o periodo de 60 minutos de recondicionamento tanto com a Steen Solution®

quanto com a solucao nacional, alcangando valores proximos aos relatados em

outros estudos que utilizaram a mesma técnica’®.

A normalidade da complacéncia pulmonar esta refletida também nos
valores da pressdo de vias aéreas registrados ao final do periodo de
reperfusao, ja que um dos fatores que podem causar aumento da pressao de
vias aéreas ¢é justamente uma diminuicdo da complacéncia pulmonar’. De fato,
todos os pulmdes reperfundidos, seja com Steen Solution®, seja com a solugao
de fabricagao nacional, apresentaram valores de pressao de vias aéreas dentro

da faixa considerada normal (15 a 25 cmH;0).

O uso de isquemia fria pode ainda desencadear uma sucessao de
eventos que propiciam a ativagdo de mediadores inflamatorios', edema
celular’® e a indugdo de morte celular, tanto na forma de necrose como na
forma de apoptose, ambas associadas a pior fungcdo pulmonar apds a

reperfusdo®''??. Dois estudos verificaram que a apoptose é tempo dependente,
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aumentando apo6s 30, 60 e 120 minutos apds o transplante (17%, 22% e 35%,
respectivamente). No entanto, ndo houve alteracdo no numero de células
apoptéticas durante o periodo de isquemia fria de 1 a 5 horas, nem durante a
isquemia quente pré-implantagdo. Além disso, estabeleceram uma correlagéo
positiva entre o tipo de morte celular e a funcdo do enxerto’®’®. Nossos
resultados estdo de acordo com esses estudos, ja que o numero de células
apoptéticas foi pequeno e sem diferenga significativa entre os tempos
estudados.

Por fim, as alteragbes histologicas do tecido pulmonar sdao bem
caracterizadas no processo de isquemia-reperfusao e fornecem informagoes
importantes sobre o grau de lesdo tecidual®. Utilizamos um método
semiquantitativo ja validado®, no qual 13 parametros sdo avaliados por um
patologista quanto a sua intensidade. Considerando o valor maximo de 39
pontos que poderia ser atingido com a somatoéria dos pontos de cada
parametro, percebe-se que a lesdo pulmonar foi baixa (4 pontos, em média) e
se manteve estavel ao longo do experimento, o que foi coerente com os
parametros fisioldgicos avaliados. Assim, ambas as solugdes foram capazes de

manter o tecido pulmonar em condicbes adequadas para um possivel

transplante.
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7. Conclusao

Os pulmdes reperfundidos com a solucdo de recondicionamento de
fabricagdo nacional apresentaram caracteristicas morfologicas e funcionais
similares aos que foram reperfundidos com a solugdo STEEN®, apesar do
maior edema encontrado no grupo reperfundido com a solugéo nacional. Desta
maneira, esta solucdo fabricada no Brasil representa uma alternativa viavel
para 0 emprego em protocolos de pesquisa, inicialmente, e, futuramente, no

emprego clinico da técnica no Brasil.
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