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Resumo 

 

 

Simas R. Estudo das alterações microcirculatórias e da evolução do processo 

inflamatório em modelo de morte encefálica em ratos [tese]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2013. 

 

INTRODUÇÃO: Estudos indicam que a morte encefálica está associada com 

alterações hemodinâmicas, hormonais e inflamatórias, comprometendo a 

viabilidade dos órgãos para o transplante. Porém, é necessário esclarecer 

quais destas alterações são decorrentes da morte encefálica e quais são 

devidas ao trauma associado. Este estudo tem por objetivo avaliar a 

microcirculação mesentérica, quantificar marcadores sistêmicos da resposta 

inflamatória, e analisar as alterações histopatológicas em ratos submetidos à 

morte encefálica comparados com ratos falso-operados. MÉTODOS: Ratos 

Wistar machos (300  50 g), anestesiados com isoflurano (5-2 %), foram 

intubados e mecanicamente ventilados (10 mL/kg, 70 ciclos/min). Através de 

uma trepanação, um cateter Fogarty® 4 F foi inserido no espaço intracraniano e 

rapidamente insuflado com 500 L de água para indução da morte encefálica. 

Após a indução da morte encefálica o anestésico foi retirado e os animais 

receberam solução salina 0,9 % endovenosa (2 mL/h). Animais falso-operados 

foram apenas trepanados. Pressão arterial média e frequência cardíaca foram 

monitoradas ao longo de todo tempo de experimento. Após 30, 180 ou 360 min, 

foram avaliados os seguintes parâmetros: 1) avaliação da perfusão e interação 



xi 
 

leucócito-endotélio na microcirculação mesentérica por técnica de microscopia 

intravital; 2) expressão de moléculas de adesão endoteliais (P-selectina e 

ICAM-1) por imunohistoquímica; 3) quantificação das citocinas (TNF-α, IL-1β, 

IL-6, e IL-10), quimiocinas (CINC-1 e CINC-2) e corticosterona séricas;  

4) determinação do leucograma, hematócrito e gasometria; 5) avaliação 

histológica do coração, pulmão, fígado e rim. RESULTADOS: A morte 

encefálica resultou em imediato pico hipertensivo seguido de episódio de 

hipotensão, associado com queda na perfusão mesentérica para 

aproximadamente 30% de microvasos com fluxo sanguíneo normal (p<0,0001). 

A interação dos leucócitos com o endotélio apresentou um menor número de 

leucócitos rollers (p<0,0001), com maior migração leucocitária (p=0,03) para o 

tecido perivascular de ratos com morte encefálica, decorridos 180 min de 

experimento. A expressão de P-selectina não diferiu entre os grupos, enquanto 

que ICAM-1 teve sua expressão aumentada na terceira hora após a indução da 

morte encefálica (p<0,01). As concentrações séricas de citocinas e quimiocinas 

foram iguais entre animais com morte encefálica e falso-operados. Observou-

se queda acentuada nos níveis séricos de corticosterona de animais com morte 

encefálica após 3 h de experimento (p<0,0001). O número de leucócitos totais 

nos animais com morte encefálica foi menor quando comparado com animais 

falso-operados (p<0,05), sendo observado aumento na razão 

neutrófilo/linfócito, após 3h de experimento, em ambos os grupos. Não foram 

observadas alterações significativas nos dados gasométricos e hematócrito. A 

morte encefálica induziu alterações histopatológicas nos quatro órgãos 

avaliados, sendo observada congestão vascular no coração (p=0,02) e pulmão 

(p=0,02), edema alveolar pulmonar (p=0,001), infiltrado leucocitário no fígado 
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(p=0,01), e edema tubular renal (p=0,04). CONCLUSÕES: A morte encefálica 

desencadeou instabilidade hemodinâmica associada com hipoperfusão 

tecidual, além de queda na concentração de corticosterona endógena, 

resultando em aumento da expressão de ICAM-1 com maior migração de 

leucócitos na microcirculação mesentérica, além de leucopenia. Os órgãos 

sólidos apresentaram maior congestão vascular, sendo que os pulmões foram 

os órgãos mais comprometidos. 

Descritores: Morte encefálica; Traumatismos encefálicos; Microcirculação; 

Inflamação; Patologia; Ratos, Wistar. 
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Summary 

 

 

Simas R. Study of microcirculatory alterations and evolution of inflammatory 

process in a brain death rat model [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de São Paulo”; 2013. 

 

BACKGROUND: Studies indicate that brain death is associated with 

hemodynamic, hormonal and inflammatory alterations, compromising the 

viability of organs to transplantation. However, it is necessary to clarify which of 

these alterations are consequences of brain death and which are due to brain 

death-associated trauma. This study aims to evaluate the mesenteric 

microcirculation, quantify systemic markers of the inflammatory response, and 

analyze the histopathological changes in rats submitted to brain death 

compared with sham operated animals. METHODS: Male Wistar rats 

(300  50 g) anesthetized with isoflurane (5-2 %) were intubated and 

mechanically ventilated (10 mL/kg, 70 breaths/min). Through trepanation, a 

Fogarty 4 F catheter was inserted intracranially and quickly inflated with 500 L 

of water to induce brain death. After brain death confirmation, anesthesia was 

stopped and the animals received 0.9 % saline solution intravenously (2 mL/h). 

Sham operated animals were just trepanned. Mean arterial blood pressure and 

heart rate were continuously monitored. After 30, 180 or 360 min, the following 

parameters were evaluated: 1) perfusion of microvessels and leukocyte-

endothelial interactions in the mesenteric microcirculation by intravital 
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microscopy; 2) expression of endothelial adhesion molecules (P-selectin and 

ICAM-1) by immunohistochemistry; 3) quantification of serum cytokines (TNF-α, 

IL-1β, IL-6 and IL-10), chemokines (CINC-1 and CINC-2), and corticosterone; 

4) determination of white blood cell counts, hematocrit, and blood gases; 

5) histological assessment of heart, lung, liver, and kidney. RESULTS: Brain 

death induced an immediate hypertensive peak followed by hypotension 

associated with a reduction in mesenteric perfusion to 30% of microvessels with 

normal blood flow (p<0.0001). Number of rolling leukocytes was reduced 

(p<0.0001), and migrated leukocytes to perivascular tissue increased after 180 

min (p=0.03). The expression of P-selectin did not differ between groups, 

whereas the expression of ICAM-1 was increased 3 h after brain death 

induction (p<0.01). Increased serum concentrations of cytokines and 

chemokines were observed in both brain death and sham operated rats. Brain 

death rats showed a decrease in serum corticosterone levels after  

3 h (p<0.0001). Total white blood cell counts in brain death rats was reduced 

when compared with sham operated rats (p<0.05), associated with an increase 

in neutrophil/lymphocyte ratio after 3 h in both groups. No significant changes in 

hematocrit and blood gases were observed. Brain death induced 

histopathological alterations in the evaluated organs: vascular congestion in the 

heart and lungs (p=0.02), pulmonary alveolar edema (p=0.001), leukocyte 

infiltration in the liver (p=0.01), and renal tubular edema (p=0.04). 

CONCLUSIONS: Brain death triggered hemodynamic instability associated with 

tissue hypoperfusion, and a decrease in the concentration of endogenous 

corticosterone, resulting in increased expression of ICAM-1 with increased 

migration of leukocytes at mesenteric microcirculation, associated with a 
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paradoxical leukopenia. The main histopathological alteration in brain death rats 

was vascular congestion, and the lungs are the most compromised organs. 

Descriptors: Brain death; Brain injuries; Microcirculation; Inflammation; 

Pathology, Rats, Wistar. 
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Introdução 

 

 

O transplante de órgãos é, por muitas vezes, a única terapia possível em 

diversas doenças em estágio avançado de evolução. Contudo, existe um 

grande desbalanço entre o número de pacientes em fila de espera por um 

transplante e o número de doadores de órgãos. De acordo com o Ministério da 

Saúde, no primeiro semestre de 2012 o Brasil realizou 12.342 procedimentos 

cirúrgicos de transplantes de órgãos, um crescimento de aproximadamente 

13% comparado com o mesmo período do ano de 2011, quando foram 

realizados 10.905 transplantes em todo o território nacional. O estado de São 

Paulo destaca-se pelo número de procedimentos realizados no primeiro 

semestre de 2012, chegando a 4.783 transplantes, seguido por Minas Gerais e 

Paraná, com 1.111 e 943 transplantes realizados, respectivamente. Nesse 

período, no entanto, observa-se um reduzido número de transplantes de 

coração, 108 cirurgias realizadas, e de pulmão, apenas 30. Talvez a principal 

justificativa para o baixo número de transplantes realizados destes órgãos seja 

o fato de que apenas pacientes com morte encefálica podem ser considerados 

como doadores, enquanto que transplantes de rim e fígado podem ser 

realizados a partir de doadores vivos (fonte: www.saude.gov.br). 

Nos últimos anos, o sucesso dos transplantes vem aumentando 

progressivamente devido à melhor compreensão da falência orgânica, do 

processo de rejeição e ao desenvolvimento de tratamentos imunossupressivos 

mais adequados1. Porém, a morte encefálica continua a ser um elemento 
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responsável, em grande parte, pelo comprometimento da função dos órgãos, 

limitando o número de transplantes realizados2. 

A integridade da microcirculação é fundamental para a adequada 

oxigenação tecidual e preservação da função do órgão, como observado em 

pacientes com sepse grave e após o transplante de órgãos3, 4. Nesta situação, 

a lesão por isquemia e reperfusão reduz a perfusão dos tecidos, agravando a 

disfunção orgânica4. Embora se reconheça a importância da integridade da 

microcirculação para uma adequada perfusão dos órgãos, poucos trabalhos 

têm sido realizados com foco nas alterações microcirculatórias decorrentes da 

morte encefálica. 
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Morte Encefálica 

 

 

Em condições normais, o volume do tecido cerebral, o volume 

sanguíneo e de fluido cerebroespinhal, bem como a pressão no interior da 

cavidade intracraniana, não se alteram. Contudo, algumas situações 

patológicas, tais como hemorragias, tumores e infecções, aumentam o volume 

e a pressão intracraniana, podendo levar à morte encefálica5. 

A partir do trauma inicial até a completa instauração da morte encefálica, 

uma cascata de eventos se desenvolve afetando todos os órgãos 

potencialmente transplantáveis. Essa cascata inclui desde o aumento da 

pressão intracraniana, resultante da lesão cerebral inicial, até as múltiplas 

alterações sistêmicas desencadeadas pela morte encefálica6. Entre as 

alterações peculiares à morte encefálica está a instabilidade hemodinâmica, o 

desarranjo hormonal e metabólico, e a resposta inflamatória sistêmica2, 5-7. 

A ordem dos eventos fisiopatológicos envolvidos no estabelecimento da 

morte encefálica envolve, principalmente, a atividade do sistema nervoso 

simpático e sua contrarregulação pelo sistema nervoso parassimpático. 

Inicialmente, ocorre ativação parassimpática, após o reflexo de Cushing não 

obter sucesso em manter a adequada perfusão cerebral, observando-se um 

quadro de bradicardia e hipertensão, associado com padrões alterados de 

respiração. À medida que a lesão evolui, ocorre a destruição do centro vagal 

cardiomotor, abolindo a atividade parassimpática. Desse modo, a estimulação 

simpática deixa de sofrer a contrarregulação do sistema parassimpático e se 
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estabelece a tempestade autonômica, caracterizada por taquicardia e 

hipertensão. Por fim, ocorre a diminuição da atividade simpática, resultando em 

instabilidade hemodinâmica exacerbada pela hipovolemia, perda de regulação 

da vasculatura periférica e vasodilatação8. 

A tempestade autonômica, observada em pacientes com morte 

encefálica, reflete aumento nas concentrações séricas de catecolaminas em 

até 1.200 vezes os valores basais9. Essa liberação exacerbada de 

catecolaminas está associada ao episódio de hipertensão, observado durante o 

estabelecimento da morte encefálica, e ao aumento da resistência vascular 

sistêmica5. 

A morte encefálica desencadeia uma série de eventos inflamatórios, os 

quais incluem a ativação do endotélio microvascular, do sistema complemento, 

e da coagulação, e demais componentes da resposta imune inata ou 

adaptativa10, como o aumento da expressão de moléculas de adesão 

endoteliais em diversos órgãos, infiltrado leucocitário nos tecidos 

perivasculares e o aumento das concentrações séricas de diversas citocinas, 

comprometendo a viabilidade dos órgãos a serem transplantados11. 

Diferentes mecanismos, desencadeados pela morte encefálica, atuam 

de formas distintas na indução da resposta inflamatória sistêmica. Distúrbios 

metabólicos e hormonais, bem como a tempestade autonômica, levam à 

isquemia e à inflamação nos diversos órgãos. A liberação de neuropeptídios e 

de outros mediadores inflamatórios, a partir da isquemia cerebral, ativa o 

endotélio contribuindo para a disfunção orgânica2. Contudo, pouco se sabe 
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sobre as alterações microcirculatórias após a morte encefálica, e qual é o papel 

do trauma associado no desenvolvimento dessas alterações. 
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Microcirculação e Recrutamento Leucocitário 

 

 

Um dos primeiros eventos observados no processo inflamatório é a 

mobilização leucocitária para a periferia dos vasos da microcirculação 

(diâmetro inferior a 100 m)3, 12, 13. A adesão e o recrutamento dos leucócitos, 

para o local da lesão, são mediados por uma sequência de eventos que 

envolve a expressão de moléculas de adesão celular nos leucócitos e células 

endoteliais12-14. Os primeiros leucócitos recrutados na vigência da lesão 

tecidual ou infecção são os leucócitos polimorfonucleares, particularmente os 

neutrófilos, seguidos da migração dos monócitos e linfócitos12. 

Estímulos de natureza química, física ou biológica, são identificados por 

células do sistema imune inato, como macrófagos, células dendríticas, ou 

neutrófilos, as quais passam a liberar/produzir mediadores lipídicos, citocinas e 

quimiocinas, amplificando o recrutamento leucocitário para o local da lesão12, 15. 

Nos últimos anos, tem se observado grande avanço na compreensão 

dos mecanismos envolvidos no processo de recrutamento leucocitário, devido 

à identificação e à caracterização de moléculas envolvidas na adesão célula-

célula e célula-matriz, regulando os diferentes estágios de migração 

leucocitária. As principais glicoproteínas envolvidas neste processo são: i) a 

família das selectinas; ii) a família das integrinas; e iii) moléculas da 

superfamília das imunoglobulinas13, 15. 

O processo de recrutamento dos leucócitos inicia-se pelo rolamento 

sobre o endotélio venular, processo mediado por selectinas e seus ligantes15. 
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As selectinas compõem uma família de glicoproteínas transmembrana, 

constituída de E-, e P-selectina, nas células endoteliais e plaquetas, e L-

selectinas, nos leucócitos. Moléculas de P-selectina são expressas 

constitutivamente e armazenadas em grânulos α, nas plaquetas, e nos 

corpúsculos de Weibel-Palade, nas células endoteliais. Uma vez estimuladas, 

as células endoteliais rapidamente expressam as moléculas de  

P-selectina na superfície, devido à rápida fusão dos corpúsculos de Weibel-

Palade à membrana plasmática16. 

Na superfície externa das células endoteliais as selectinas se ligam, 

transitoriamente, a leucócitos circulantes através da interação com PSGL  

(P-selectin glycoprotein ligand)-1, ESL (E-selectin ligand)-1, CD-44 e outras 

glicoproteínas, presentes na superfície dos leucócitos. Essa interação resulta 

no que é chamado de rolamento de leucócitos sobre o endotélio, interação 

considerada de baixa afinidade13, 16, 17. Em condições fisiológicas, a força de 

arraste do fluxo sanguíneo desloca os leucócitos do endotélio de volta para a 

circulação. Quando há lesão, os leucócitos, movendo-se pelo endotélio, são 

ativados por quimiocinas (IL-8, por exemplo), as quais estão ligadas às células 

endoteliais por glicosaminoglicanos. Essa ativação, mediada por quimiocinas, 

aumenta a afinidade das integrinas de superfície de leucócitos por seus 

ligantes na célula endotelial, induzindo a captura e a adesão leucocitária15, 18. 

As integrinas constituem uma família de proteínas que funcionam como 

moléculas de adesão e como receptores capazes de transmitir informações 

sobre propriedades químicas e mecânicas do entorno da célula. Essas 
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proteínas encontram-se expressas na superfície do leucócito sob forma inativa, 

e sua ativação difere dependendo da força de arraste do fluxo sanguíneo19. 

Entre as integrinas envolvidas no processo de captura de leucócitos 

estão a LFA-1 (Lymphocyte Function-Associated Antigen-1, α1β2-integrina) e 

VLA-4 (Very Late Activation Antigen-4, α4β1-integrina), por exemplo13. Estas 

integrinas, expressas na superfície de leucócitos, interagem com moléculas de 

adesão da superfamília das imunoglobulinas, presentes na superfície das 

células endoteliais, mediando a adesão dos leucócitos ao endotélio venular20. 

Moléculas de adesão da superfamília das imunoglobulinas são 

caracterizadas por apresentarem uma ou mais subunidades homólogas à 

classe das imunoglobulinas G, fazendo parte deste grupo as moléculas ICAM 

(intercellular adhesion molecule)-1 e VCAM (vascular cell adhesion molecule)-

121. ICAM-1 possui papel importante no desenvolvimento da resposta imune 

inata e adaptativa, mediando a migração leucocitária20. 

Uma vez ativados e aderidos, os leucócitos iniciam o processo de 

transmigração para o tecido perivascular. Basicamente esse processo pode se 

dar de modo paracelular, quando a migração ocorre através de junções entre 

as células endoteliais, ou de modo transcelular, quando o leucócito atravessa a 

própria célula endotelial15, 22. Transpondo a camada de células endoteliais, os 

leucócitos migram para o espaço perivascular, através da membrana basal 

endotelial e da bainha de pericitos13,23. 

Em suma, a resposta celular à lesão compreende a aderência de 

leucócitos ao endotélio de vênulas pós-capilares (marginação leucocitária), a 

migração das células aderentes para o exterior do vaso (diapedese), seu 
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deslocamento no espaço extravascular (quimiotaxia) e subsequente acúmulo 

no sítio da lesão24. 
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Objetivos 

 

 

Objetivo geral 

 

Investigar as alterações microcirculatórias, pela observação direta da 

microcirculação mesentérica, e a evolução do processo inflamatório em ratos 

submetidos à morte encefálica. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Avaliar parâmetros hemodinâmicos e a perfusão da microcirculação 

mesentérica; 

2. Investigar as interações leucócito-endotélio e a expressão de moléculas de 

adesão nos microvasos do mesentério; 

3. Quantificar marcadores sistêmicos da resposta inflamatória; 

4. Avaliar as alterações histopatológicas em órgãos alvo de transplante. 
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Métodos 

 

 

O presente estudo foi submetido à Comissão de Ética para Análise de 

Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo, protocolado sob nº SDC 3257-09/008. 

Os animais utilizados foram obtidos junto ao Biotério da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo e os experimentos foram realizados no 

Laboratório de Cirurgia Cardiovascular e Fisiopatologia da Circulação (LIM-11) 

da faculdade supracitada. 

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 250 e 350 g, com 

aproximadamente 10 semanas de idade, mantidos em ambiente com controle 

de temperatura (23  2 °C), umidade e exposição à luz, com ciclo claro/escuro 

de 12 h, e acesso livre à alimentação e água. 

 

Grupos Experimentais 

 

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: 

1. Ratos submetidos à morte encefálica (ME) através de súbito aumento 

da pressão intracraniana. Este grupo foi subdividido em três subgrupos: 

animais que foram avaliados 30 min (ME30), 180 min (ME180), ou 360 min 

(ME360) após a indução da morte encefálica; 
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2. Ratos falso-operados (FO) submetidos aos mesmos procedimentos 

cirúrgicos utilizados para a indução da morte encefálica, porém sem a inserção 

e insuflação do cateter para aumento da pressão intracraniana. Este grupo foi 

subdividido em três subgrupos: animais que foram avaliados 30 min (FO30), 

180 min (FO180), ou 360 min (FO360) após a conclusão dos procedimentos 

cirúrgicos. 

 

Anestesia e preparação cirúrgica 

 

A anestesia foi induzida em câmara fechada com isoflurano a 5 %, 

seguida de intubação e ventilação mecânica através de ventilador para 

roedores (Harvard Apparatus, Inc., Holliston, MA, USA). O plano anestésico foi 

mantido com isoflurano a 2 %. A ventilação realizou-se com FiO2 de 21 % para 

animais avaliados no tempo 30 min, e 100 % para os animais avaliados nos 

tempos 180 e 360 min, com volume corrente de 10 mL/kg e 70 ciclos/min. Os 

animais, colocados em decúbito dorsal, passaram por tricotomia e antissepsia 

da região cervical ventral, para posterior dissecção e cateterização da artéria 

carótida e veia jugular. 

 

Parâmetros hemodinâmicos e gasométricos 

 

Através de um cateter colocado na artéria carótida e conectado a um 

transdutor de pressão (P23XL, Viggo-Spectramed Inc., Oxnard, CA, USA), 
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ligado a um sistema multicanal de aquisição de dados biológicos 

(Acqknowledge – Biopac Systems, Inc., Goleta, CA, USA), a pressão arterial 

média e a frequência cardíaca dos animais foram monitoradas ao longo dos 

experimentos. Amostras de sangue da artéria carótida foram coletadas para 

determinação dos parâmetros pH, pCO2, pO2, HCO3
-, BE, SO2, Na+, K+, e 

lactato (Radiometer ABL 555, Radiometer Medical, Copenhagen, Denmark). 

 

Leucograma e hematócrito 

 

No início e fim dos experimentos, amostras, de 20 L de sangue, foram 

obtidas através de punção na cauda dos animais e, subsequentemente, 

diluídas em solução de Turk (1:20) para a quantificação do número total de 

leucócitos em câmara de Neubauer. A determinação diferencial dos leucócitos 

foi realizada em extensão sanguínea corada pelo método Instant Prov® 

(Newprov Produtos para Laboratórios, Pinhais, PR, Brasil). Foram contadas 

100 células por lâmina, diferenciando-se os tipos celulares em linfócitos, 

neutrófilos, monócitos e eosinófilos. Também foram retiradas amostras de 

sangue da cauda dos animais para determinação do hematócrito. As amostras 

foram colocadas em tubos capilares e centrifugadas por 5 min em centrífuga 

específica. 
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Indução da morte encefálica 

 

Os animais foram colocados em decúbito ventral para a realização da 

trepanação. Utilizando-se uma broca motorizada, foi realizada a perfuração da 

calota craniana para posterior inserção de um cateter Fogarty® 4 F (Edwards 

Lifescience LLC, Irvine, CA, USA). A indução da morte encefálica deu-se 

através da rápida insuflação do cateter com 500 L de água destilada, sendo 

confirmada através da observação de pico hipertensivo, ausência de reflexo 

corneano e midríase bilateral fixa. Após a indução da morte encefálica, a 

anestesia foi suspensa e os animais receberam infusão contínua de solução 

salina 0,9 % através da veia jugular (2 mL/h). Os animais falso-operados foram 

submetidos à trepanação, porém sem a inserção do cateter. Esses animais não 

receberam infusão contínua de solução salina e o plano anestésico foi mantido 

ao longo de todo o tempo de avaliação. 

 

Microscopia intravital in situ do mesentério 

 

A avaliação da microcirculação mesentérica, por técnica de microscopia 

intravital, foi realizada de acordo com estudos anteriores25, 26 30 ou 180 min 

após os procedimentos cirúrgicos. Os ratos foram colocados em decúbito 

dorsal e uma incisão cutânea e muscular no flanco direito foi realizada para a 

exteriorização do leito vascular mesentérico e observação da microcirculação. 

Em seguida, os animais foram mantidos em decúbito lateral direito sobre uma 

placa aquecida a 37 °C e a preparação foi mantida úmida e aquecida por 
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superfusão com a solução de Krebs-Henseleit (pH 7,2 a 7,4) com a seguinte 

composição (mM): 113 NaCl, 4,7 KCl, 2,5 CaCl2.2H2O, 25 NaHCO3, 1,1 

MgSO4, 1,1 KH2PO4, 5 glicose, saturada com uma mistura de gases (N2 95 % e 

CO2 5 %). As interações leucócito-endotélio foram avaliadas em segmentos de 

vênulas pós-capilares com diâmetros entre 15 e 25 m. O número de 

leucócitos que rolam em contato com o endotélio (leucócitos rollers) foi 

determinado durante 10 min de observação. Os leucócitos que permaneceram 

imóveis em contato com o endotélio por mais de 30 s (leucócitos aderidos) 

foram determinados em extensão de 100 m da vênula. O número de 

leucócitos que migraram para o tecido perivascular (leucócitos migrados) foi 

determinado em 5.000 m2 de área. O percentual de perfusão da 

microcirculação mesentérica foi determinado pela quantificação de vasos  

(<30 m de diâmetro) com fluxo normal, dividido pelo número total de vasos em 

uma área de 1,0 mm2. 

 

Expressão de moléculas de adesão na microcirculação mesentérica 

 

Animais não avaliados pela técnica de microscopia intravital foram 

destinados à análise imunohistoquímica para a quantificação de moléculas de 

adesão celular. Após exsanguinação pela aorta abdominal, o mesentério foi 

removido, imerso em hexano sob nitrogênio líquido, e armazenado a -80 °C. 

Cortes seriados do mesentério (8 m de espessura) foram fixados em acetona 

gelada por 10 min para posterior detecção de ICAM-1 e P-selectina. Os sítios 

inespecíficos foram bloqueados com solução tampão (SuperBlock Buffer, 
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Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) por 12 h a 4 °C. Para a 

imunodetecção de ICAM-1 e P-selectina, foram utilizados o anticorpo 

monoclonal anti-ICAM-1 de rato (CD54, Seikagaku Co, Tokyo, Japan) ou o 

anticorpo monoclonal anti-P-selectina humana (CD62P, R&D System Inc., 

Minneapolis, MN, USA), previamente conjugados à biotina e diluídos na 

proporção de 1:50 em solução tampão fosfato salina (PBS) contendo 0,3 % de 

Tween-20. Após a incubação por 12 h a 4 °C, os cortes foram lavados 

sucessivamente com PBS e, na sequência, incubados por 1 h à temperatura 

ambiente, com o complexo estreptavidina-fluoresceína (Amersham Pharmacia 

Biotech, London, UK) diluído em PBS na proporção de 1:200. Após lavar as 

lâminas com PBS, as amostras foram recobertas com solução de iodeto de 

propídio (Vector, Burlingame, CA, USA) para preservação da fluorescência. A 

análise foi realizada através de sistema de aquisição de imagens com câmera 

digital CoolSNAP-Pro (Nikon, Tokyo, Japan), acoplada a microscópio de 

fluorescência (Nikon), e as imagens foram analisadas pelo software Image-Pro 

Plus 4.1 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). Os resultados foram 

expressos em intensidade média de fluorescência. 

 

Análises histopatológicas 

 

Para a análise histopatológica, os animais foram exsanguinados pela 

aorta abdominal 30, 180, ou 360 min após a conclusão dos procedimentos 

cirúrgicos. Coração, pulmão, fígado e rim, foram fixados em formalina 

tamponada a 10 %, incluídos em parafina, e realizados cortes histológicos de  
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4 m de espessura, corados com hematoxilina e eosina. As características 

observadas foram: congestão vascular, infiltrado leucocitário, edema e colapso 

alveolar. As análises foram realizadas por dois pesquisadores independentes, 

que utilizaram o seguinte escore de intensidade das observações: 0, ausente; 

1, leve; 2, moderado; 3, intenso. 

 

Dosagens de citocinas, quimiocinas e corticosterona séricas 

 

Ao final dos experimentos, decorridos 30 e 180 min de observação, 

amostras de sangue, obtidas da aorta abdominal, foram centrifugadas a  

1.500 xg por 15 min à temperatura ambiente para a separação do soro. As 

citocinas fator de necrose tumoral (TNF)-α, interleucina (IL)-1β, IL-6 e IL-10, e 

as quimiocinas CINC (cytokine-induced neutrophil chemoattractant)-1 e CINC-

2, análogas a IL-8 humana, foram quantificadas por enzima-imunoensaio 

(ELISA) utilizando-se o kit Duo-set (R&D Systems). Da mesma forma, a 

determinação da concentração sérica de corticosterona foi realizada por ELISA, 

utilizando-se o Corticosterone EIA Kit (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, 

USA). 

 

Análise estatística  

 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o software SPSS para 

Windows, versão 17.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Os dados numéricos foram 



18 
 

considerados de distribuição normal e foram apresentados como média e erro 

padrão da média. Os parâmetros classificatórios da análise histológica foram 

apresentados em mediana e variação máxima e mínima. Os parâmetros foram 

comparados através do modelo de comportamento linear múltiplo, com a 

avaliação da influência dos fatores grupo e tempo. A análise complementar foi 

realizada com o emprego do teste t de Bonferroni. Foram considerados 

significativos os valores de p<0,05. 
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Resultados 

 

 

CLINICS. 2012;67(1):69-75 

 

Efeitos paradoxais da morte encefálica e do trauma associado na 

microcirculação mesentérica de ratos: um estudo de microscopia 

intravital 

 

A avaliação das alterações induzidas pela morte encefálica foi 

observada em ratos 30 e 180 min após a conclusão dos procedimentos 

cirúrgicos. Dados hemodinâmicos, comportamento da microcirculação 

mesentérica, contagens total e diferencial de leucócitos sanguíneos, e 

marcadores sistêmicos da resposta inflamatória foram obtidos de animais com 

morte encefálica e comparados com animais falso-operados. Após o súbito 

aumento da pressão intracraniana, pela insuflação do cateter de Fogarty®, 

todos os animais apresentaram instabilidade hemodinâmica, sendo observado, 

inicialmente, um pico hipertensivo seguido de rápida e persistente hipotensão. 

Verificou-se significativa hipoperfusão mesentérica já nos primeiros 30 min 

após a indução da morte encefálica, mantendo-se inalterada até 180 min. O 

número de leucócitos migrados para o tecido perivascular no mesentério dos 

ratos com morte encefálica foi maior do que o observado em animais falso-

operados, decorridos 180 min de conclusão dos procedimentos cirúrgicos, 
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coincidindo com o aumento significativo na expressão de ICAM-1 nos vasos da 

microcirculação mesentérica. Citocinas e quimiocinas séricas apresentaram 

valores semelhantes em animais de ambos os grupos nos diferentes tempos 

avaliados, enquanto que a dosagem de corticosterona sérica reduziu-se cerca 

de 70 %, 180 min após a morte encefálica. Nestes animais, o número de 

leucócitos totais foi menor, se comparado ao grupo falso-operado, sendo que 

em ambos os grupos ocorreu inversão da razão neutrófilo/linfócito. 
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Acta Cirúrgica Brasileira. 2012;27(7):465-70 

 

Influência da morte encefálica e do trauma associado nas características 

histológicas de órgãos sólidos 

 

Alterações hemodinâmicas e fisiopatológicas, induzidas pela morte 

encefálica, foram avaliadas nos tempos 30, 180 e 360 min. Coração, pulmão, 

fígado e rim foram analisados por dois patologistas independentes, utilizando-

se um escore de intensidade das alterações observadas. Imediatamente após 

a indução da morte encefálica, pelo aumento repentino da pressão 

intracraniana, os animais apresentaram um súbito aumento da pressão arterial 

média, seguido de hipotensão. O coração de animais, com morte encefálica, 

apresentou significativo aumento na congestão vascular quando comparado ao 

coração de animais falso-operados. Os pulmões de animais com morte 

encefálica apresentaram maior escore de congestão vascular, bem como 

edema alveolar. Foi observado, ainda, leve infiltrado leucocitário no pulmão de 

animais de ambos os grupos. No fígado dos animais de ambos os grupos 

experimentais foi observada congestão vascular variando de leve a moderada, 

e leve edema intracelular. Porém, o infiltrado de leucócitos foi maior nos 

animais submetidos à morte encefálica. Nos rins, foi observada congestão 

vascular em ambos os grupos, enquanto que apenas os animais com morte 

encefálica apresentaram edema tubular.  
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Análise Crítica 

 

 

Em nossos trabalhos, observamos que a morte encefálica determina 

uma rápida interrupção da perfusão no tecido mesentérico, associada com 

maior número de leucócitos migrados para o tecido perivascular e com 

aumento na expressão da molécula de adesão ICAM-1 no endotélio. O 

aumento na pressão intracraniana, com ruptura do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal, resulta em menor concentração sérica de corticosterona nos animais 

com morte encefálica. Além disso, foi possível observar uma queda no número 

de leucócitos totais. Por sua vez, o trauma desencadeado pela trepanação dos 

animais foi o elemento responsável pelo aumento equivalente das 

concentrações séricas de citocinas e quimiocinas em ambos os grupos. 

Os resultados, obtidos a partir da análise histológica, sugerem que a 

morte encefálica induz a alterações moderadas ao longo de 6 h de observação. 

O comprometimento da microcirculação, observado pela congestão vascular, 

foi a alteração predominante nos órgãos avaliados, sendo que o coração e o 

pulmão apresentaram maior número de vasos congestos já nos primeiros  

30 min. Além disso, nos pulmões foi observado maior edema alveolar em 

animais com morte encefálica do que nos animais apenas trepanados. Fígado 

e rim apresentaram diferenças menos expressivas na comparação entre os 

grupos experimentais, com destaque para um aumento do infiltrado leucocitário 

no fígado e maior edema tubular nos animais com morte encefálica. Todas as 
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alterações observadas foram desencadeadas já na primeira avaliação, isto é, 

30 min após a conclusão dos procedimentos experimentais. 

Inúmeros trabalhos têm sido realizados com foco nas alterações 

desencadeadas pela morte encefálica e sua implicação nos diferentes órgãos 

alvo para transplante11. Contudo, muitas dúvidas ainda persistem com relação 

aos mecanismos envolvidos nessas alterações, bem como o papel do trauma 

associado à morte encefálica. 

A indução da morte encefálica em modelos experimentais se dá, 

principalmente, pela inserção de um cateter para aumento da pressão 

intracraniana através de uma trepanação. Portanto, é necessário avaliar quais 

os efeitos desencadeados pelo trauma associado. Nos nossos trabalhos, foi 

possível afirmar que a perfuração do crânio dos animais desencadeou uma 

resposta inflamatória importante, avaliada pela liberação sistêmica de citocinas 

e quimiocinas e pelo aumento no número de neutrófilos na corrente sanguínea, 

além de congestão vascular nos rins e fígado. Tais afirmações só podem ser 

feitas em experimentos conduzidos em animais falso-operados, os quais foram 

submetidos à trepanação, quando comparados aos animais com a morte 

encefálica induzida.  

Na literatura, alguns trabalhos comparam os resultados obtidos pela 

indução da morte encefálica com animais controle ou falso-operados, os quais 

não são avaliados em tempos equivalentes, o que dificulta a adequada 

avaliação da influência dos fenômenos envolvidos 27, 28. Além disso, é possível 

encontrar estudos nos quais os autores, após a realização da trepanação, 

inserem um cateter no espaço intracraniano de animais que não seriam 
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induzidos à morte encefálica29, 30. Por mais que não seja insuflado, um cateter 

posicionado intracranialmente pode levar a alterações fisiopatológicas, uma vez 

que a ação mecânica do cateter pode lesionar áreas distintas do encéfalo, 

gerando resultados que podem se confundir com a morte encefálica. Outros 

trabalhos avaliam apenas animais com morte encefálica em diferentes tempos, 

fazendo um comparativo da evolução temporal das alterações desencadeadas 

pela cessação irreversível da atividade encefálica31-33. Estes estudos acabam 

por negligenciar as alterações decorrentes do trauma associado à morte 

encefálica, o que impossibilita aferir quais resultados foram obtidos pela morte 

encefálica em si. 

Um dos resultados mais importantes do estudo atual foi obtido através 

da observação direta da microcirculação mesentérica pela técnica de 

microscopia intravital. O evidente comprometimento do leito vascular 

mesentérico foi resultado de uma rápida, e persistente, hipoperfusão dos vasos 

com diâmetro inferior a 30 m. Embora a avaliação do fluxo sanguíneo na 

microcirculação mesentérica não tenha sido realizada com o auxilio de um 

fluxômetro, é possível encontrar, na literatura, estudos que avaliaram a 

perfusão sanguínea de modo semelhante34, 35. Uma vez que a morte encefálica 

resultou em hipoperfusão mesentérica já nos primeiros 30 min, realizamos 

adicionalmente experimentos com foco na evolução das alterações ocorridas. A 

avaliação da perfusão, no mesentério de ratos, foi realizada antes, durante e 

imediatamente após a indução da morte encefálica, sendo constatado que 

muitos vasos, com diâmetro menor do que 30 m, apresentaram interrupção do 

fluxo sanguíneo já nos primeiros 10 min após a indução da morte encefálica 
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(dados apresentados no Meeting of the British Microcirculation Society and The 

Microcirculatory Society, Oxford, 2012). 

Ainda através da técnica de microscopia intravital, foi possível avaliar as 

interações leucócito-endotélio, determinando-se o número de leucócitos rollers, 

aderidos e migrados, além da velocidade de rolamento dos leucócitos. É 

importante ressaltar que esta avaliação, nos animais com morte encefálica, se 

deu em área restrita da microcirculação, considerando-se o comprometimento 

da perfusão mesentérica observado naquela situação.  

O nível de expressão de moléculas de adesão por leucócitos e células 

endoteliais depende da liberação/síntese de mediadores inflamatórios, além da 

intervenção de moduladores hormonais23,36. Em nossos experimentos, foi 

observado que as concentrações séricas das citocinas e quimiocinas avaliadas 

aumentam, de modo equivalente, em ambos os grupos. Porém, somente 

animais com morte encefálica apresentam aumento na expressão de ICAM-1. 

Esse aumento se deve, em parte, à perda da regulação da inflamação devido à 

baixa concentração sérica de corticosterona. Glicocorticoides endógenos, como 

a corticosterona, modulam a resposta inflamatória regulando a permeabilidade 

vascular, a expressão de moléculas de adesão endoteliais e a migração 

leucocitária37-39. 

A hipoperfusão mesentérica, de ratos submetidos à morte encefálica, 

coincide com as alterações histológicas observadas nos órgãos sólidos. No 

coração, pulmão, fígado e rim de animais com morte encefálica, foi observado 

um maior comprometimento vascular já nos primeiros 30 minutos, com todos 

os órgãos apresentando congestão vascular de leve a moderada intensidade, 
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que se manteve durante as 6 h de observação. Em relação à resposta 

inflamatória, alterações histológicas relacionadas à morte encefálica foram 

também documentadas nos diversos órgãos estudados, à exceção do coração. 

Uma das características mais evidentes em estudos com morte 

encefálica é a ocorrência da instabilidade hemodinâmica associada à 

tempestade de catecolaminas2. Uma vez que existe uma íntima ligação entre a 

microcirculação e as alterações hemodinâmicas sistêmicas, nosso grupo 

também avaliou o efeito do bloqueio da tempestade autonômica sobre a 

microcirculação mesentérica. Ao se administrar bupivacaína no espaço 

peridural, previamente à indução da morte encefálica, foi possível observar que 

a intervenção inibiu os efeitos da tempestade autonômica sobre a pressão 

arterial média, resultando em ausência de pico hipertensivo, e quadro 

hemodinâmico estável. Porém, após 3 h de observação, o bloqueio simpático 

não se mostrou eficaz em relação à prevenção do comprometimento da 

perfusão mesentérica. Mesmo com a melhora do quadro hemodinâmico, os 

animais, com morte encefálica, apresentaram hipoperfusão e aumento de 

marcadores inflamatórios no mesentério (dados não publicados). Utilizando-se 

da mesma intervenção terapêutica para a inibição da tempestade autonômica, 

Silva e colaboradores40 também não observaram alterações significativas na 

expressão de moléculas de adesão endoteliais no tecido miocárdico. 

Em condições normais, e ao contrário do que se observa em humanos, 

os ratos exibem um predomínio de linfócitos (60%) e somente 35% de 

neutrófilos no sangue circulante (dados: Laboratório de Hematologia do Centro 

de Bioterismo; FMUSP; 2012). Contudo, sob influência de um estímulo 
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inflamatório, seja infeccioso ou não, a relação neutrófilo/linfócito se altera, com 

predomínio de leucócitos polimorfonucleares. Neste estudo, ratos falso-

operados apresentaram aumento do número total de leucócitos enquanto nos 

animais com morte encefálica foi observada leucopenia. Contudo, em ambos 

os grupos ocorreu inversão na razão neutrófilo/linfócito. Essa observação 

sugere uma resposta ambígua após o estabelecimento da morte encefálica, 

considerando-se o aumento do infiltrado inflamatório e da expressão de  

ICAM-1 associado, paradoxalmente, a uma redução no número de leucócitos 

circulantes.  

Em nossos estudos, foi possível observar que há migração de leucócitos 

para o tecido perivascular no mesentério e infiltrado leucocitário no fígado de 

animais com morte encefálica. Na literatura, poucos trabalhos monitoram o 

leucograma em experimentos de morte encefálica40, 41. Takada e 

colaboradores41 observaram leucopenia associada a infiltrado leucocitário no 

tecido perivascular. Esses autores consideraram que a migração leucocitária 

justificaria a queda no número de leucócitos circulantes. No entanto, na 

vigência de uma resposta inflamatória, à medida que ocorre maior 

recrutamento leucocitário, a medula óssea libera mais leucócitos para corrente 

sanguínea, especialmente neutrófilos15, não sendo esperada a ocorrência de 

leucopenia.  

Embora o modelo de morte encefálica em ratos seja amplamente aceito 

pela comunidade científica, existem algumas limitações em relação à sua 

utilização. Nos nossos estudos, a principal limitação encontrada foi o tempo de 

avaliação. Sem a administração de drogas vasoativas, a utilização de animais 
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por um período maior que 6 h torna-se inviável. Outra possível limitação é o 

fato de se ter induzido morte encefálica através do súbito aumento da pressão 

intracraniana. Estudos demonstram que a velocidade de insuflação do cateter 

para indução da morte encefálica, pode levar a diferentes níveis de 

comprometimento9, 42, 43.  

Com os resultados obtidos neste estudo, aliados a resultados ainda não 

publicados, surgem várias perspectivas para a melhor compreensão dos 

processos desencadeados pela morte encefálica. Atualmente, há poucos 

trabalhos com foco na influência de fatores derivados do endotélio, como óxido 

nítrico e endotelina, sobre as alterações microcirculatórias decorrentes da 

morte encefálica. Uma vez que a microcirculação mesentérica encontra-se 

comprometida, sendo observada importante hipoperfusão, o controle da 

ativação do endotélio pode resultar em alterações favoráveis, com maior 

perfusão tecidual.  

A morte encefálica induz alterações vasculares em todos os órgãos 

avaliados, associando-se com hipoperfusão e instabilidade hemodinâmica. 

Sendo assim, o estudo dos diferentes eicosanoides, incluindo-se 

prostaglandinas, prostaciclina, tromboxano A2, e leucotrienos, pode também 

ser de relevância para uma melhor compreensão dos mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos neste modelo experimental.  

Por fim, o estudo dos processos de mobilização leucocitária é de 

especial interesse. O aumento da resposta inflamatória local e a liberação de 

marcadores sistêmicos se associam de maneira intrigante com a leucopenia 

encontrada nos animais com morte encefálica. A observação da medula óssea, 
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para avaliação do processo de hematopoiese, pode auxiliar na compreensão 

dos mecanismos envolvidos na regulação da resposta inflamatória 

desencadeada em pacientes doadores de órgãos. 
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Conclusões 

 

Com base nos resultados obtidos, é possível concluir que: 

 

 A morte encefálica induz instabilidade hemodinâmica associada à 

rápida, e persistente, hipoperfusão mesentérica.  

 Observa-se aumento na migração leucocitária para o tecido 

perivascular mesentérico na presença da morte encefálica, associado 

à elevação da expressão de moléculas de adesão.  

 O trauma associado à morte encefálica foi o elemento responsável 

pelo aumento das concentrações séricas de citocinas e quimiocinas. 

Paralelamente, a quebra do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal na 

morte encefálica é responsável pela diminuição da concentração de 

corticosterona e associou-se a um quadro de leucopenia. 

 O comprometimento vascular induzido pela morte encefálica se 

refletiu nos órgãos sólidos avaliados pela presença de congestão 

vascular.  

 A morte encefálica foi responsável por alterações inflamatórias nos 

tecidos pulmonar, hepático e renal, documentadas após 6 h de 

observação. 
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