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Resumo 

 

 

Menegat L. Estudo dos processos de mobilização, ativação e apoptose das 

células da medula óssea em modelo de morte encefálica em ratos [tese]. São 

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

INTRODUÇÃO: Estudos experimentais suportam a evidência de leucopenia 

persistente desencadeada pela morte encefálica (ME). OBJETIVO: Esse 

estudo teve como objetivo investigar o comportamento leucocitário na medula 

óssea e no sangue após a morte encefálica em ratos. MÉTODOS: A morte 

encefálica foi induzida através da inserção e insuflação rápida de um cateter no 

espaço intracraniano. Ratos falso-operados (FO) foram apenas trepanados. 

Decorridas seis horas, as células da medula óssea, coletadas da cavidade 

femural, foram utilizadas para as contagens total e diferencial e analisadas por 

citometria de fluxo para a caracterização das subpopulações linfocitárias, a 

expressão de moléculas de adesão granulocíticas e apoptose/necrose (método 

de Anexina V/Iodeto de Propídio (PI)). RESULTADOS: Ratos com ME 

apresentaram uma redução de 30% no número de células da medula óssea 

devido à redução de linfócitos (40%) e células segmentadas (45%). As 

subpopulações de linfócitos na medula óssea foram semelhantes nos animais 

ME e FO (CD3, p=0,1; CD4, p=0,4; CD3/CD4, p=0,4; CD5, p=0,4, CD3/CD5, 

p=0,2; CD8, p=0,8). A expressão de L-selectina e β2-Integrinas nos 

granulócitos também não diferiram entre os grupos (CD11a, p=0,9; CD11b/c, 
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p=0,7; CD62L, p=0,1). Não existem diferenças nas porcentagens de apoptose 

e de necrose (Anexina V, p=0,73; PI, p=0,21; Anexina V/PI, p=0,29). 

CONCLUSÃO: Os dados sugerem que a redução na mobilização de células da 

medula óssea para o sangue, desencadeada pela morte encefálica, não se 

relaciona a alterações de subpopulações de linfócitos, expressão de moléculas 

de adesão granulocíticas, ou apoptose e necrose. 

 

Descritores: Morte encefálica; células da medula óssea; contagem de células 

sanguíneas; subpopulações de linfócitos; moléculas de adesão celular; 

apoptose; necrose; ratos. 
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Summary 

 

 

Menegat L. Study of bone marrow cells mobilization, activation and apoptosis in 

brain dead rats [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo”; 2016. 

 

INTRODUCTION: Experimental findings support the evidence of a persistent 

leucopenia triggered by brain death (BD). AIMS: This study aimed to investigate 

leukocyte behavior in bone marrow and blood after BD in rats. METHODS: BD 

was induced by quickly inflation of an intracranial balloon catheter. Sham 

operated (SH) rats were trepanned only. Six hours thereafter bone marrow cells 

harvested from the femoral cavity were used for total and differential counts, 

and analyzed by flow cytometry to characterize lymphocyte subsets, 

granulocyte adhesion molecules expression, and apoptosis/necrosis (annexin 

V/propidium iodide (PI) protocol). RESULTS: BD rats exhibited a 30% reduction 

in bone marrow cells due to a reduction in lymphocytes (40%) and segmented 

cells (45%). Bone marrow lymphocyte subsets were similar in BD and SH rats 

(CD3, p=0.1; CD4, p=0.4; CD3/CD4, p=0.4; CD5, p=0.4, CD3/CD5, p=0.2; CD8, 

p=0.8). Expression of L-selectin and β2-integrins on granulocytes did not differ 

(CD11a, p=0.9; CD11b/c, p=0.7; CD62L, p=0.1). There were no differences in 

the percentage of apoptosis and necrosis (Annexin V, p=0.73; PI, p=0.21; 

Annexin V/PI, p=0.29). CONCLUSIONS: Data presented suggest that the 

down-regulation of the bone marrow triggered by BD is not related to changes 
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in lymphocyte subsets, granulocyte adhesion molecules expression, or 

apoptosis and necrosis. 

 

Descriptors: Brain death; bone marrow cells; blood cell count; lymphocyte 

subsets; cell adhesion molecules; apoptosis; necrosis; rats.  
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1. Introdução 

 

 

Aspectos Gerais  

 

O Ministério da Saúde tem investido cada vez mais em campanhas de 

incentivo para que a doação de órgãos cresça no país. Ainda assim, a taxa de 

recusa familiar no Brasil é grande (44%) e este é, ainda, o maior obstáculo para 

a efetivação da doação de órgãos na maioria dos estados brasileiros. Em 

alguns estados, a dificuldade encontra-se em realizar testes para diagnosticar a 

morte encefálica. Segundo dados da Associação Brasileira de Transplante de 

Órgãos (ABTO) o número de transplantes tem aumentado nos últimos anos, 

sendo que no período de janeiro a junho de 2015 foram realizadas 3116 

cirurgias de transplante de órgãos de doadores falecidos, sendo o rim e o 

fígado órgãos com desempenho mais positivo (2085 e 763, respectivamente). 

O transplante de pulmão apresentou crescimento de 22% em relação ao ano 

de 2014, sendo realizadas 38 cirurgias no primeiro semestre do ano de 2015, 

porém abaixo do esperado pela ABTO. Em 2010, 59.728 pessoas constavam 

na lista nacional de espera e, em 2014, esse número caiu para 38.350 (Portal 

da Saúde, 2015). Segundo a ABTO, até junho de 2015, o número de pacientes 

em lista de espera caiu para 32.000. 

Nas últimas décadas e, particularmente nos últimos anos, aumentou a 

taxa de sucesso de transplantes devido à melhor compreensão sobre a falência 
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de órgãos e visão mais aprofundada a respeito do processo de rejeição do 

órgão transplantado (Pratschke et al., 2005; Skrabal et al., 2005; MacKay, 

2011, Barklin et al., 2013). Embora o transplante cardíaco tenha uma taxa de 

sucesso de mais de 80%, a qualidade do órgão transplantado pode afetar seu 

desempenho posterior (Wilhelm et al., 2000a). Durante a morte encefálica 

ocorrem disfunções hemodinâmicas, hormonais e imunológicas, 

comprometendo o órgão destinado ao transplante (Chamorro et al., 2009, 

Barklin, 2009, Barklin et al., 2013). 

 

Morte Encefálica 

 

O paciente doador de órgãos é aquele que sofreu previamente um 

evento agudo como, por exemplo, traumatismo, hemorragia ou acidente 

vascular cerebral. A evolução das lesões, provocadas por um desses eventos, 

pode culminar com a morte encefálica do paciente, quase sempre por aumento 

da pressão intracraniana. (Schrader et al.,1985). Imediatamente após a morte 

encefálica ocorre um pico hipertensivo, com perda da atividade do núcleo 

vagal, caracterizada pela máxima estimulação da atividade simpática (Barklin, 

2009; Domínguez-Roldán et al., 2009). O pico hipertensivo decorre do aumento 

de catecolaminas séricas, fase denominada de tempestade autonômica ou de 

catecolaminas, com liberação massiva de substâncias vasoativas que 

provocam vasoconstrição generalizada e redução do fluxo sanguíneo para os 

órgãos. A extensa vasoconstrição periférica leva à isquemia; o metabolismo se 
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altera de aeróbico para anaeróbico; por fim ocorre vasodilatação, hipovolemia e 

disfunção cardíaca (Barklin, 2009; Domínguez-Roldán et al., 2009). O episódio 

hipotensivo, que se segue ao pico hipertensivo, ocorre principalmente como 

consequência da vasodilatação (Chamorro et al., 2009; Skrabal et al., 2005). A 

morte encefálica não deve ser considerada uma situação estática, mas um 

processo dinâmico que, de um modo direto e através de múltiplos mecanismos, 

pode ter influência significativa na qualidade dos órgãos destinados ao 

transplante. Portanto, parece evidente que a morte encefálica seja considerada 

como o maior fator de estresse que acomete os órgãos antes do transplante, 

sendo um importante indutor de resposta inflamatória e imunológica, com 

elevação nas concentrações séricas de várias citocinas (Skrabal et al., 2005; 

Domínguez-Roldán et al., 2009). A atividade inflamatória contribui para a 

deterioração hemodinâmica e orgânica, e as alterações imunológicas 

favorecem o aparecimento posterior de fenômenos de rejeição no receptor 

(Chamorro et al., 2009, Barklin et al., 2013). 

Em estudos prévios, conduzidos em ratos com morte encefálica, 

verificou-se aumento na expressão de moléculas de adesão endoteliais na 

microcirculação mesentérica associada a aumento na migração leucocitária 

para o tecido perivascular (Simas et al., 2012a; Simas et al., 2012b). A morte 

encefálica induz hipoperfusão mesentérica relacionada à redução da 

concentração plasmática de corticosterona endógena, inflamação local e 

disfunção orgânica (Simas et al., 2012a). Além disso, Simas et al. (2015) 

demonstraram que a anestesia peridural torácica contínua, utilizada para 

bloquear o pico hipertensivo desencadeado pela tempestade autonômica, não 
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restaura a perfusão mesentérica, sugerindo que as alterações inflamatórias 

observadas na morte encefálica são desencadeadas independentemente da 

atividade simpática exacerbada. Além do mais, avaliando-se a influência de 

gêneros na evolução do processo inflamatório pulmonar, induzido pela morte 

encefálica, verificou-se aumento da inflamação no pulmão de ratas fêmeas, 

comparado ao observado em ratos machos, associado à redução aguda dos 

hormônios femininos, estradiol e progesterona, desencadeada pela morte 

encefálica (Breithaupt-Faloppa et al., 2016). 

 

Hematopoiese 

 

O termo hematopoiese envolve a origem, a proliferação, a maturação e 

distribuição das células sanguíneas. Trata-se de fenômeno complexo e 

altamente regulado, influenciado por vários estímulos que atuam em diferentes 

níveis do processo, central e periférico, caracterizando-se pela contínua 

produção e liberação de células maduras para a circulação sanguínea (Borelli, 

2004). 

Em mamíferos, a hematopoiese ocorre em diferentes locais, conforme a 

espécie e a fase de desenvolvimento do animal. No fígado fetal e, 

posteriormente, no baço ocorre a produção de granulócitos, linfócitos e 

plaquetas (Cumano et al., 1995; Medvinsky & Dzierzak, 1996). Apesar da 

diversidade de funções, todos os tipos de células do sangue de vertebrados 

diferenciam-se a partir de um progenitor comum na medula óssea, chamado de 
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célula-tronco hematopoiética (Kondo et al., 2003). Em humanos, durante a 

embriogênese, a hematopoiese ocorre em locais e tempos distintos, incluindo o 

tecido extra-embrionário do saco vitelino, o fígado fetal, o timo e a medula 

prematura. Na décima primeira semana de gestação, um pequeno número de 

leucócitos está presente na circulação. Células hematopoiéticas são vistas pela 

primeira vez na medula da décima a décima primeira semanas de 

desenvolvimento embrionário, permanecendo confinadas nas regiões da diáfise 

dos ossos longos até a décima quinta semana de gestação (Williams, 2010). A 

partir do quinto mês de gestação, com o surgimento da cavidade óssea, a 

hematopoiese passa a localizar-se na medula óssea, dando início ao período 

medular da hematopoiese fetal e adulta (Cumano et al., 1995; Medvinsky & 

Dzierzak, 1996). A medula se torna o principal local de hematopoiese após a 

vigésima quarta semana de gestação, permanecendo assim durante o resto da 

vida fetal (Williams, 2010). Após o nascimento, a medula óssea constitui-se no 

único local de produção das células sanguíneas em humanos, enquanto que, 

em ratos e camundongos, tanto o baço, como a medula óssea permanecem, 

fisiologicamente, como órgãos hematopoiéticos (Medvinsky & Dzierzak, 1996; 

Bianco, 2011). 

Fisiologicamente, as células hematopoiéticas desenvolvidas dentro da 

cavidade óssea saem da medula somente após atingirem certo grau de 

maturação, quando perdem determinadas proteínas de adesão (integrinas), o 

que permite, no caso dos leucócitos, a sua migração pelo parênquima medular 

e penetração no sinusóide, atingindo a luz do vaso (Figura 1) (Williams et al., 

2011; Del Fattore et al., 2010). 
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Figura 1. Esquema simplificado da hematopoiese. As células sanguíneas 
derivam de um precursor pluripotente denominado de célula tronco 
hemopoética, que por sua vez se origina da célula tronco embrionária. A 
célula tronco hemopoética dá origem a duas populações celulares de 
precursores multipotentes denominados de progenitor mielóide 
comprometido e o progenitor linfóide comprometido. Assume-se atualmente 
que a população de células mastocitárias derivam diretamente do progenitor 
CFU-GEMM (Colony Formating Units of Granulocytic, Erythrocytic, 
Megakaryocytic and Monocytic series). Por outro lado, a população linfóide 
comprometida originará os progenitores dos linfócitos B e os progenitores 
dos linfócitos T/NK, que ao migrarem para o timo, irão diferenciar-se nas 
diferentes populações de células T e da linhagem NK (Primavera Borelli. 
Hemopoiese, cap. 2, Fundamentos de Hematologia: teoria e prática, Ed. 
Blucher, São Paulo, Brasil, in press. Imagem cedida gentilmente pala 
autora). 
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O microambiente medular apresenta-se como uma estrutura 

compartimentalizada, altamente organizada e dinâmica que, além de atuar 

como parênquima de sustentação para as células hematopoiéticas, possibilita a 

proliferação, diferenciação e maturação das células precursoras (Brach & 

Herrmann, 1991; Eaves et al., 1991; Mayani et al., 1992). Células tronco 

hematopoiéticas, residentes na medula óssea, dão origem às células do 

sistema imunológico. Porém, enquanto a maioria das células completa sua 

diferenciação na medula óssea, os linfócitos T precisam migrar para o timo 

para completar sua diferenciação (Ciofani & Zúñiga-Pflücker, 2007). No timo, 

são encontradas células em estágio incompleto de maturação, sendo 

caracterizadas como CD3- CD4lo/-CD8-. Tais células possuem potencial para 

diferenciação em linfócitos B, T, NK (Natural Killer) e células dendríticas (Hirose 

et al., 2002). 

Diversos fatores influenciam o processo de diferenciação e maturação 

dos leucócitos na medula óssea. Citocinas, como a interleucina (IL)-1 e IL-3, 

produzem efeitos gerais, estimulando o desenvolvimento de diferentes tipos de 

leucócitos. Porém, existem estímulos que atuam de maneira específica no 

desenvolvimento das células da medula óssea, como os fatores de crescimento 

(Fox, 2007). 

Os fatores de crescimento hematopoiéticos são hormônios glicoproteicos 

que regulam a proliferação e a diferenciação das células progenitoras 

hematopoiéticas e a função das células sanguíneas maduras. Esses fatores 

podem agir no local em que são produzidos por contato célula-célula ou podem 

circular no plasma. Podem causar não só a proliferação celular, como também 
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estimular a diferenciação e a maturação e prevenir a apoptose (Hoffbrand & 

Moss, 2013). Dentre os fatores de crescimento podemos citar o G-CSF 

(Granulocyte colony-stimulating factor), que estimula o desenvolvimento de 

neutrófilos e o GM-CSF (Granulocyte macrophage-colony-stimulating factor), 

que estimula o desenvolvimento de monócitos e eosinófilos (Fox, 2007). 

Os leucócitos possuem papel fundamental na evolução do processo 

inflamatório bem como no processo de rejeição de órgãos, através da produção 

de citocinas, quimiocinas e mediadores lipídicos, resultando na ativação do 

endotélio e amplificando a ativação e o recrutamento de leucócitos (Williams et 

al., 2011; Sadik, 2011). Uma vez ativado, o endotélio aumenta sua interação 

com os leucócitos circulantes, através de moléculas de adesão expressas por 

ambas as células (Ley et al., 2007). Entre as moléculas de adesão expressas 

pelos leucócitos, inclui-se a família das β2 integrinas (complexo CD11/CD18), 

constituídas de uma sub-unidade  e uma β. Entre as sub-unidades , incluem-

se CD11a, CD11b e CD11c, as quais compõem com a sub-unidade β2 

diferentes moléculas de integrina (Hogg et al., 2011; Abbas, 2008). A família 

das selectinas inclui a E-selectina, expressa pelas células endoteliais, a P-

selectina, expressa pelas plaquetas e células endoteliais, e a L-selectina, 

expressa pelos leucócitos (Petri, 2008). A L-selectina (CD62L), em particular, 

tem a função de mediar a interação inicial do leucócito com o endotélio e o 

deslocamento dos linfócitos T naïves para os linfonodos periféricos (Abbas, 

2008). Embora CD8 seja encontrado em células dendríticas e células T em 

todas as espécies (de la Mata et al., 2001; Vremec et al., 2000; Winkel et al., 
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1994), é somente em ratos e humanos que o CD8 é encontrado em uma 

variedade maior de células do sistema imune.  

Embora em indivíduos saudáveis um pequeno número de células tronco 

hematopoiéticas estejam presentes na circulação (1/100.000 células 

mononucleares), a hematopoiese ocorre somente quando estas células se 

encontram seletivamente retidas no espaço extravascular da medula óssea 

(Bentley, 1981; Nilsson et al., 2001; Tavassoli & Minguell, 1991; Badami et al., 

2007). Por outro lado, pacientes vítimas de algum tipo de traumatismo grave, 

choque hemorrágico ou queimaduras, exibem aumento do número de células 

progenitoras hematopoiéticas circulantes, seguido de disfunção da medula 

óssea (Badami et al., 2007). O acidente vascular cerebral, por exemplo, induz 

uma resposta inflamatória sistêmica seguido, mais tarde, por imunodepressão 

(Denes et al., 2011). 

Os neutrófilos são os leucócitos mais abundantes na circulação e são as 

primeiras células a serem recrutadas na vigência do processo inflamatório. 

Após a sua produção e maturação, os neutrófilos permanecem na medula 

óssea durante 4 a 6 dias até a sua saída para o sangue periférico. 

Normalmente, os neutrófilos possuem vida média na circulação de 6 a 8 horas, 

e nos tecidos de 1 a 4 dias. (Luo & Loison, 2008, Rankin, 2010). Em condições 

normais, os neutrófilos e os demais leucócitos são produzidos constantemente 

na medula óssea compensando as perdas por apoptose ou necrose (Tak et al., 

2013). 



Introdução 10 

______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

Os processos de morte celular conhecidos como apoptose e necrose 

podem ser diferenciados a partir da observação de alterações morfológicas e 

bioquímicas (Willinghan, 1999). Esses processos são importantes na 

manutenção da homeostasia tecidual, na hematopoiese e na diferenciação de 

linfócitos, bem como remoção de células danificadas, infectadas ou 

potencialmente neoplásicas (Saikumar et al., 1999, Hoffbrand & Moss, 2013). A 

perda progressiva da integridade da membrana, por exemplo, pode ser 

avaliada pela incorporação de 7-aminoactinomicina D (7-AAD) ao DNA, que 

permite distinguir as células apoptóticas precoces das inviáveis (Schmid et al., 

1994). Assim, células em estágios iniciais de apoptose são fracamente 

marcadas com 7-AAD, enquanto as células inviáveis permitem a penetração 

efetiva deste marcador. 

Estudos demonstram que o acidente vascular cerebral, o qual 

eventualmente leva à morte encefálica, pode comprometer o sistema 

imunológico dos pacientes, tornando-os mais susceptível a infecções. (Prass et 

al., 2003; Liesz et al., 2009). Além disso, diversos estudos previamente 

conduzidos em modelo experimental de morte encefálica resultaram em um 

maior recrutamento de leucócitos em órgãos alvos de transplante, sendo 

frequentemente observado infiltrado leucocitário no tecido cardíaco, pulmonar, 

hepático e renal (Simas et al., 2012b; Simas et al., 2015; Yeh et al.2002; 

Faropoulos & Apostolakis et al., 2009; Rostron et al., 2008; Wilhelm et al., 

2000b). Portanto, um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos no 

processo de mobilização e ativação leucocitária na morte encefálica poderia 

resultar em intervenções mais efetivas no manejo do doador de órgãos.  
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2. Objetivos 

 

 

Objetivo Geral 

Investigar a mobilização, ativação e apoptose de células da medula 

óssea em modelo de morte encefálica em ratos. 

 

Objetivos Específicos 

 Avaliar o leucograma e o mielograma 

 Proceder à avaliação histológica da medula óssea 

 Avaliar células da medula óssea em apoptose ou necrose 

 Investigar as subpopulações de linfócitos da medula óssea 

 Avaliar a expressão de moléculas de adesão (L-selectina e CD11a, 

CD11b/c) em granulócitos da medula óssea 
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3. 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 3742/11/160. 

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 de Medicina da Universidade de São Paulo. Os animais foram 

manipulados de acordo com as diretrizes do National Institute of Health (1985) 

para o cuidado, manipulação e utilização de animais de laboratório. 

Foram utilizados 30 ratos Wistar, machos, pesando entre 250 e 350 g, 

com aproximadamente 12 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 ração (QUIMTIA S.A., Colombo, PR) e 

água. 

 

Anestesia 

 

Os animais foram anestesiados em câmara fechada com isoflurano a  

5%, seguido de intubação oro-traqueal com jelco 16 G conectado a um 
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ventilador para roedores (Harvard 683, Harvard Apparatus, Inc, Holliston, MA, 

USA), mantendo-se a frequência respiratória de 70 ciclos por minuto, volume 

corrente de 10 mL/Kg, FiO2 de 100% e isoflurano a 2% ao longo do 

experimento. 

 

Procedimento Cirúrgico 

 

Após intubação e sob manutenção anestésica, os animais foram 

posicionados em decúbito dorsal, em placas aquecedoras para manutenção da 

temperatura (37ºC), e submetidos à tricotomia da região cervical ventral e anti-

sepsia local com iodopovidine. A artéria carótida e a veia jugular direita foram 

canuladas, utilizando cateter de polietileno Clay Adams PE-10, conectados a 

um cateter PE-50. 

 

Modelo de 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-4F (Edwards 

Lifescience LLC, Irvine, CA, USA). A indução da morte encefálica foi realizada 

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

confirmada por pico hipertensivo, ausência de reflexos, midríase bilateral e 
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apneia. Em seguida, a anestesia foi suspensa e os animais receberam infusão 

contínua de solução salina 0,9% através da veia jugular (2 mL/h) para 

minimizar a desidratação. Ratos falso-operados foram apenas submetidos à 

trepanação, sem inserção do cateter e sem infusão contínua de solução salina, 

e o plano anestésico se manteve ao longo de todo o tempo de avaliação. 
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Protocolo Experimental 

 

 

 

 

Tempo     Basal                    3 h     6 h 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos: 

ME – animais submetidos à morte encefálica 

FO – animais submetidos apenas à trepanação 

 

  

Morte 
Encefálica 

Mielograma 
Histologia da medula óssea 
Apoptose/necrose 
Imunofenotipagem linfocitária 
Moléculas de adesão 

Leucograma - Parâmetros hemodinâmicos - Gasometria 
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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), 

ligado a um sistema multicanal de aquisição de dados biológicos 

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

média (PAM) dos animais foi monitorada ao longo dos experimentos. Amostras 

de sangue da artéria carótida foram coletadas para a determinação dos 

parâmetros pH, pO2, pCO2, HCO3
-, BE, sO2, Na+, K+, e lactato (Radiometer 

ABL 555, Radiometer Medical, Copenhagen, Denmark). Um cateter inserido na 

veia jugular foi utilizado para reposição volêmica, com infusão contínua de 

solução salina (NaCl 0,9%), nos animais submetidos à morte encefálica. 

 

Leucograma 

 

Antes da morte encefálica (basal), 3h e 6h após, amostras de 20 µL de 

sangue foram obtidas através de punção na cauda dos animais para as 

contagens total e diferencial de leucócitos em analisador hematológico (Auto 

Hematology Analyzer, Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co., Ltd., 

Shenzhen, China).  
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Obtenção de Células da Medula Óssea e Mielograma 

 

Os animais foram exanguinados pela aorta abdominal e as células da 

medula óssea foram coletadas do fêmur por meio de lavagem da cavidade 

medular com 10 mL de meio de cultura Iscove’s (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

MO, USA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab, Campinas, 

SP, Brasil). Após centrifugação a 500 xg, 4°C por 10 min, as células foram 

ressuspensas em volume final de 2 mL de meio de cultura Iscove’s. As células 

foram diluídas com solução de Turk (1:50) e a contagem realizada em câmara 

de Neubauer. A contagem diferencial foi realizada após citocentrifugação das 

células coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa (Sigma Chemical Co.), 

avaliando-se 300 células por amostra. 

 

Avaliação Histológica da Medula Óssea 

 

O esterno dos animais foi isolado, fixado em paraformaldeído a 4% por 

48 h a temperatura ambiente, descalcificado em solução de EDTA a 4% (pH 

7,2) por 60 dias e incluídos em parafina. Cortes de aproximadamente 3 µm 

foram processados para coloração pelo método da hematoxilina e eosina. A 

determinação da celularidade da medula óssea do esterno foi realizada através 

da técnica de contagem de pontos (Weibel,1990), excluindo-se aqueles que 

coincidirem com o tecido ósseo e tecido adiposo. O sistema utilizado para 
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aquisição das imagens incluiu uma câmera digital DS-Ri1 (Nikon, Tokyo, 

Japan), conectada ao microscópio (Nikon) e a um computador. As imagens 

foram analisadas no aumento final de 20x utilizando-se o software NIS-Element 

Advanced Research (Nikon, Tokyo, Japan). 

 

Avaliação dos Processos de Apoptose e Necrose de Leucócitos da 

Medula Óssea 

 

Os processos de apoptose e necrose foram avaliados utilizando-se o 

método da anexina V – iodeto de propídeo. Células da medula óssea, obtidas 

dos mesmos animais, foram ressuspensas em tampão a 1x106 células/mL 

(Binding Buffer, BD-Pharmigen, San Diego, CA, USA). Alíquotas contendo 

1x105 células, 5 µL de anexina V-FITC (BD-Pharmingen,San Diego, CA, USA) 

e 5 µL de iodeto de propídeo (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA) foram 

incubadas por 15 min, a 25ºC e ao abrigo da luz. Para controle da viabilidade 

celular, 5µL de 7-AAD foi adicionado a tubos contendo 1x106 células e 

incubadas por 10 min em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em 

seguida, adicionaram-se 400 µL do tampão e as amostras foram analisadas por 

citometria de fluxo. A análise foi realizada sobre aquisição de 10.000 células no 

citômetro de fluxo BD FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) 

empregando-se o programa FlowJo (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). 
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Avaliação das Subpopulações de Linfócitos na Medula Óssea 

 

Para a determinação da imunofenotipagem linfocitária na medula óssea 

foram utilizados os seguintes anticorpos monoclonais: IgG3 de camundongo 

anti-CD3 de rato conjugado à ficoeritrina (PE, Abcam, Inc., MA, USA); IgG1 de 

camundongo anti-CD4 de rato conjugado à aloficocianina (APC, AbD Serotec, 

Oxford, UK); IgG1 de camundongo anti-CD5 de rato conjugado ao isotiocianato 

de fluoresceína (FITC, Abcam, Inc., MA, USA); IgG1 de camundongo anti-CD8 

de rato conjugado à PE (Abcam, Inc., MA, USA) e respectivos isótipos 

controles negativos conjugados aos fluorocromos indicados (Abcam, Inc., MA, 

USA). 

As células da medula óssea do fêmur foram coletadas, conforme 

descrito anteriormente, após centrifugação, ressuspensas em 1 mL de NaCl  

0,2% (1 min) adicionando-se, em seguida, 1 mL de NaCl 1,6% (1 min) para a 

lise das hemácias. Após centrifugação a 400 xg, 4ºC por 5 min, o sobrenadante 

foi descartado e as células ressuspensas em 1 mL de tampão fosfato salina 

(PBS) contendo 1% BSA (bovine serum albumin). Alíquotas contendo 1x106 

células e 5 µL de cada anticorpo de interesse (não diluído), ou seus respectivos 

controles negativos, foram incubados por 30 min a 4ºC e ao abrigo da luz. Após 

duas lavagens com PBS contendo 1% de BSA, com a finalidade de eliminar os 

anticorpos que não se fixaram, o sedimento celular foi ressuspenso em 300 µL 

de PBS contendo 1% de paraformaldeido e as amostras analisadas no 

citômetro de fluxo BD FACSCanto II (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). A 
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análise da expressão dos antígenos foi realizada sobre 10.000 células 

empregando-se o programa FlowJo (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). 

 

Avaliação da Expressão das Moléculas de Adesão L-selectina e CD11a e 

CD11b/c nas Células da Medula Óssea 

 

Células da medula óssea do fêmur foram obtidas dos mesmos animais 

para avaliação das moléculas de adesão. Uma suspensão de leucócitos (1x106 

células/mL) foi incubada por 30 min a 4ºC com 5 µL dos seguintes anticorpos 

monoclonais: IgG1 de camundongo anti-CD62L de rato conjugado ao FITC 

(Abcam, Inc., MA, USA); IgG2a de camundongo anti-CD11a de rato conjugado 

ao FITC (Abcam, Inc., MA, USA); IgG2a de camundongo anti-CD11b/c de rato 

conjugado à PE (Abcam, Inc., MA, USA), e respectivos isótipos controles 

negativos conjugados aos fluorocromos indicados (AbD Serotec, Oxford, UK). 

As células foram lavadas duas vezes com PBS-BSA, centrifugadas a 

300 xg por 5 min a 4ºC, com a finalidade de eliminar os anticorpos que não se 

fixaram. Em seguida, o sedimento celular foi ressuspenso em 300 µL de PBS 

contendo 1% de paraformaldeído e as amostras analisadas por citometria de 

fluxo (BD FACSCanto II, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). A análise da 

expressão dos antígenos foi realizada sobre 10.000 células empregando-se o 

programa FlowJo (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). 
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Análise Estatística 

 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o software GraphPad 

Prism e as variáveis são apresentadas como média e erro padrão da média 

(EPM). Os parâmetros de distribuição normal foram avaliados utilizando 

ANOVA de duplo fator, complementada pelo teste de Tukey para múltiplas 

comparações, ou teste t de Student não pareado. Consideraram-se 

significativos valores de p menor que 0,05. 
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4. Resultados 

 

 

A indução da ME desencadeia um súbito aumento na pressão arterial 

média, imediatamente após a rápida insuflação do cateter. Este aumento foi 

seguido por uma diminuição da PAM abaixo dos valores basais, retornando aos 

níveis normais após 1 hora (Figura 2). Em ratos FO não foram observadas 

diferenças na PAM ao longo do tempo. Não se observaram diferenças na 

gasometria arterial, eletrólitos, pH, lactato, hemoglobina e valores de 

hematócrito entre os grupos ME e FO nos tempos Basal, 3 h e 6 h  

(Tabela 1). 
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Figura 2. Pressão arterial média de ratos submetidos à morte encefálica (ME, 
n=13) e ratos falso-operados (FO, n=13) durante 360 min após o início dos 

procedimentos cirúrgicos. Os dados representam a médiaEPM. *p<0,05, 
**p<0,0001 vs FO. 
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Tabela 1. Análise da gasometria arterial, eletrólitos, pH, lactato, hematócrito e 

hemoglobina. 

 Morte Encefálica Falso Operado 

 Basal 3 horas 6 horas Basal 3 horas 6 horas 

pH 7,34±0,02 7,373±0,03 7,353±0,03 7,439±0,02 7,384±0,02 7,403±0,02 

pCO2 (mmHg) 29,05±2,43 39,53±5,35 37,5±4,01 26,68±1,82 32,52±2,42 31,65±2,46 

pO2 (mmHg) 358,1±18,2 318,1±22,43 273±18,23 321±22,97 279,5±23 288,2±23,6 

HCO3- (mmol/L) 18,68±0,78 19,93±0,73 19,3±0,99 17,59±0,82 18,68±0,80 19,78±1,63 

BE (mmol/L) -3,85±0,77 -4,28±0,74 -5,22±0,68 -4,33±0,72 -5,00±0,63 -3,88±0,80 

sO2 (%) 99,84±0,03 99,64±0,19 99,72±0,04 99,65±0,18 99,38±0,38 99,30±0,47 

K+ (mmol/L) 3,74±0,14 3,98±0,20 3,93±0,28 3,56±0,08 3,48±0,25 3,59±0,20 

Na+ (mmol/L) 150,8±1,29 155,6±1,18 157,2±1,03 148,5±1,15 152,8±1,21 151,8±1,29 

Lactato (mmol/L) 3,91±0,52 1,43±0,20 1,92±1,14 3,99±0,40 2,90±0,30 2,80±0,32 

Hematócrito (%) 45,15±0,97 42,9±1,37 41,95±1,60 46,60±1,47 45,87±1,69 43,86±1,24 

Hemoglobina (g/dL) 10,26±0,20 9,50±0,22 8,40±0,32 11±0,53 9,62±0,35 9,07±0,36 

Os valores representam a médiaEPM de 13 animais/grupo. 
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As contagens de leucócitos realizadas nos tempos basal, 3 e 6 h 

encontram-se ilustradas na Figura 3. Com relação ao grupo FO, os ratos do 

grupo ME exibiram redução no número de leucócitos totais que variou de 44% 

em 3 h para 53%, 6 h após os procedimentos cirúrgicos. O número de 

granulócitos diminuiu aproximadamente 55%, e monócitos 75% em 

comparação aos valores observados no grupo FO. Apesar de não haver 

diferenças significativas no número absoluto de linfócitos entre os grupos ME e 

FO, a razão granulócito/linfócito diferiu significativamente. Os valores 

(média±EPM) obtidos foram: 2,35±0,32 no grupo ME, e 5,73±0,48 no grupo FO 

(p<0,0001). Verificou-se, ainda, um aumento do número de leucócitos totais no 

grupo FO em 3 e 6 h quando comparado com os valores basais, devido a um 

aumento no número de granulócitos. No entanto, em relação aos valores 

basais, os ratos do grupo ME exibiram leucopenia devido à redução do número 

de linfócitos e monócitos. A contagem de granulócitos não se alterou em 3 e 6 

h, quando comparada com os valores basais (Figura 3). 
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Figura 3. Leucograma de ratos submetidos à morte encefálica (coluna 
hachurada, n=10) e ratos falso-operados (coluna aberta, n=10) nos tempos 
basal, 3 h e 6 h após os procedimentos cirúrgicos. Os dados representam a 

médiaEPM. ‡p<0,01, †p<0,0001 vs FO. *p<0,05, **p<0,01, #p<0,001, 
§p<0,0001 vs valores basais. 
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Ao final dos experimentos, as células da medula óssea foram coletadas 

através de lavagem do canal femoral, e o esterno dos animais foi preparado 

para análise histológica. Os dados, ilustrados na Figura 4, demonstram que os 

ratos ME exibiram uma redução de 30% no número total de células da medula 

óssea em comparação com os valores obtidos nos ratos FO. Conforme 

resumido na Tabela 2, houve redução no número de linfócitos (40%) e células 

segmentadas (45%) no grupo ME. Não houve diferença no número de células 

imaturas, células jovens, células em forma de anel, macrófagos e eosinófilos 

entre os grupos ME e FO. Fotomicrografias características da medula óssea 

encontram-se ilustradas na Figura 5. 

 

Figura 4. Avaliação da celularidade da medula óssea de ratos com 
morte encefálica (ME) e ratos falso-operados (FO). A, contagem total 
das células da medula óssea do fêmur (10 animais/grupo). B, análise 
histológica do esterno (10 campos/amostra; 7 animais/grupo). Os dados 

representam a médiaEPM. *p<0,05, **p<0,0001. 
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Figura 5. A, Fotomicrografia de preparação citológica de células da medula 
óssea de rato. Coloração de May-Grunwald-Giemsa. O asterisco indica um 
proeritroblasto; as setas indicam linfócitos; as setas tracejadas indicam 
neutrófilos segmentados; a cabeça de seta indica célula blástica da linhagem 
granulocítica e a estrela indica célula jovem da linhagem granulocítica 
(aumento final 1000x). B, Fotomicrografia da medula óssea do esterno de rato. 
Coloração hematoxilina e eosina. O asterisco indica a trabécula óssea e a 
cabeça de seta indica a presença de gordura (aumento final 20x). 
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Tabela 2. Contagem diferencial de células da medula óssea 

Células x107/mL ME FO P 

Linfócitos 1,453±0,287 2,416±0,330 0,0410 

Células Imaturas 0,357±0,098 0,290±0,065 0,5716 

Células Jovens 0,652±0,099 0,675±0,167 0,7255 

Células em Anel 0,608±0,124 0,889±0,283 0,3763 

Segmentados 0,394±0,050 0,713±0,125 0,0287 

Macrófagos 0,067±0,020 0,099±0,026 0,3505 

Eosinófilos 0,397±0,057 0,549±0,089 0,1679 

Os valores representam a médiaEPM de ratos submetidos à morte encefálica 
(ME, n=10) e ratos falso-operados (FO, n=10). 

 

Em outra série de experimentos, foi realizada citometria de fluxo das 

células da medula óssea dos animais ME e FO. Para isso, procedeu-se o teste 

de viabilidade celular com 7-AAD a fim de saber se as células estavam viáveis 

para utilização. Os animais foram avaliados quanto aos processos de apoptose 

e necrose das células da medula óssea por técnica de citometria de fluxo. 

Conforme ilustrado na Figura 6, observa-se a representação gráfica da 

apoptose/necrose (anexina/PI) das células obtidas de ratos ME e de ratos FO. 

Não houve, entretanto, diferenças significativas entre os grupos ME e FO.  
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Resultado semelhante foi observado ao se investigar a 

imunofenotipagem das subpopulações linfocitárias na medula óssea. Conforme 

ilustrado na Figura 7 e os dados resumidos na Tabela 3, não houve diferenças 

significativas entre os grupos ME e FO quanto à porcentagem de linfócitos 

CD3+, CD4+, CD5+ e CD8+ ou com dupla marcação CD3+/CD4+ e CD3+/CD5+, 

destacando-se a predominância de linfócitos CD3+ em ambos os grupos de 

animais, ME e FO. 

Conforme ilustrado na Figura 8, verifica-se que a subpopulação 

granulocítica da medula óssea dos animais ME e FO expressa, de modo 

consistente, as moléculas de adesão CD11b/c e a L-selectina. Os dados, 

indicam a prevalência destas moléculas sobre a expressão de CD11a. Não 

houve, entretanto, diferenças significativas entre os grupos de animais ME e 

FO. 
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Figura 6. Análise de apoptose e necrose por técnica de citometria de 
fluxo das células totais da medula óssea de ratos com morte encefálica 
(ME) e falso-operados (FO) utilizando dupla marcação com Anexina V e 
Iodeto de Propídio (PI). Os dados são apresentados como média±EPM 
de 5 animais por grupo. 
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Figura 7. Gráfico de dispersão de células da medula óssea de ratos com morte 
encefálica (ME) e falso-operado (FO) por técnica de citometria de fluxo. A 
abcissa representa o volume celular (FSC) e a ordenada representa a 
granulosidade (SSC). A análise das subpopulações linfocitárias foi realizada a 
partir da região selecionada.  
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Tabela 3. Avaliação das subpopulações de linfócitos  

 

ME FO p 

CD3
+
 30,3±13,4 61,9±3,4 0,100 

CD4
+
 5,0±2,7 1,2±0,2 0,400 

CD3
+
/CD4

+
 6,5±2,1 11,6±4,1 0,400 

CD3
+
 28,2±12,7 60,7±5,1 0,100 

CD5
+
 4,3±2,6 1,0±0,2 0,400 

CD3
+
/CD5

+
 7,5±1,9 11,6±1,9 0,200 

CD8
+
 0,9±0,2 1,1±0,1 0,800 

Determinação das subpopulações de linfócitos CD3+, CD4+, CD5+ e 
CD8+ na medula óssea de ratos com morte encefálica (ME) e falso-
operado (FO) por da técnica de citometria de fluxo. A avaliação das 
subpopulações linfocitárias é apresentada como porcentagem de células 
positivas. Os dados são apresentados como média±EPM de 5 animais 
por grupo. 
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Figura 8. Expressão de moléculas de adesão granulocíticas da medula óssea 
de ratos com morte encefálica (ME) e falso-operado (FO) por citometria de 
fluxo. Gráfico de dispersão das células da medula óssea por volume celular e 
granulosidade (FSC/SSC) está apresentado na linha superior. A população 
total de granulócitos foi selecionada e avaliadas para cálculo da porcentagem 
de células positivas CD11a, CD11b/c e CD62L. Histogramas representativos 
das moléculas de adesão (traçado azul) e do isótopo controle (traçado 
vermelho) são apresentados nas linhas seguintes. Avaliação da expressão de 
CD11a, CD11b/c e CD62L nos grupos ME e FO são apresentados como 
média±EPM de 5 animais por grupo. 
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5. Discussão 

 

 

Os dados apresentados sugerem que a leucopenia presente nos animais 

com morte encefálica associa-se a uma depressão da medula óssea. Suportam 

esta assertiva as seguintes observações: (i) a leucopenia induzida pela morte 

encefálica refletiu uma redução no número de linfócitos, monócitos e 

granulócitos, enquanto ratos falso-operados exibiram leucocitose com 

granulocitose; (ii) a redução no número total de células da medula óssea 

induzida pela morte encefálica deveu-se a uma redução no número de 

linfócitos e células segmentadas; (iii) não houve, entretanto, alterações nos 

processos de apoptose/necrose, na imunofenotipagem linfocitária ou na 

expressão de moléculas de adesão decorrentes da morte encefálica. 

Evidências clínicas e experimentais demonstram que a lesão cerebral 

associa-se a alterações do sistema imune periférico (Prass et al., 2003; Urra et 

al., 2009; Denes et al., 2011). Tem sido demonstrado que, na vigência de 

acidente vascular cerebral (AVC) isquêmico, a resposta inflamatória aguda 

caracteriza-se por leucocitose e aumento na expressão de citocinas pró-

inflamatórias (Emsley et al., 2003), seguida por acentuada imunodepressão 

que inclui linfopenia, redução da atividade monocítica, aumento de citocinas 

anti-inflamatórias, apoptose de linfócitos e atrofia do baço (Offner et al., 2006; 

Iadecola & Anrather, 2011). Em geral, alterações da resposta imune celular 

correlacionam-se com a gravidade da lesão cerebral, ocorrem dentro de horas 

após o trauma isquêmico, podendo durar por semanas (Meisel et al., 2005). No 
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presente estudo, verificou-se que a morte encefálica induziu alterações 

semelhantes na resposta imune celular, conforme observado pelo reduzido 

número de linfócitos na medula óssea e de linfomononucleares no sangue 

periférico. 

Conforme demonstrado neste estudo, a depressão da medula óssea 

induzida pela morte encefálica é responsável pela redução no número de 

linfócitos e de células segmentadas. Os linfócitos constituem a maioria das 

células da medula óssea e predominam entre os leucócitos do sangue. De fato, 

linfócitos B e T constituem as células prevalentes na composição do sangue 

dos roedores, enquanto que em humanos o leucócito em maior abundância no 

sangue são os neutrófilos (Rankin 2010; Rongvaux et al., 2013). Com o 

objetivo de investigar a redução do número de células da medula óssea, 

subpopulações de linfócitos foram caracterizadas pela expressão das sub-

unidades CD3 do complexo TCR (T cell receptor complex); expressão dos co-

receptores CD4 e CD8 nas células T para o complexo MHC (major 

histocompatibility complex) (Wang & Reinherz 2012); expressão de CD5 em 

células T naïve envolvidas em vias-chave da sinalização do complexo TCR 

(Azzam et al., 2001; Fulton et al., 2015). Como mostrado nas análises de 

citometria de fluxo, não foram encontradas diferenças nas porcentagens de 

subpopulações de linfócitos entre o grupo ME e FO. Os principais 

determinantes do número de neutrófilos circulantes são a sua produção, o 

egresso da medula óssea, marginação e extravasamento/eliminação para o 

tecido perivascular (Bugl et al,. 2012; Manz & Boettcher 2014). A liberação de 

neutrófilos da medula óssea depende da sua migração através do endotélio 
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sinusoidal que expressa moléculas de adesão constitutivas, incluindo a P-

selectina, ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) e VCAM-1 (vascular cell 

adhesion molecule) (Schweitzer et al. 1996; Ley et al. 2007; Rankin 2010). Com 

o intuito de investigar a redução de células segmentadas induzidas pela ME, 

foram analisadas por citometria de fluxo a expressão da L-selectina (CD62L) e 

β2-integrinas (CD11a e CD11b/c) nos granulócitos da medula óssea. Conforme 

demonstrado, não foram encontradas diferenças na expressão dessas 

moléculas de adesão granulocíticas entre os grupos ME e FO. Resultado 

semelhante foi observado com relação à porcentagem de células da medula 

óssea em apoptose e necrose entre os grupos ME e FO, conforme 

demonstrado pela análise dos dados da citometria de fluxo. A apoptose 

desempenha papel crítico na manutenção de um equilíbrio adequado entre as 

células progenitoras ou células diferenciadas e a eliminação das células 

danificadas ou não funcionais. Muitos destes eventos são regulados por fatores 

de crescimento, citocinas e interações celulares que promovem a 

sobrevivência, proliferação e diferenciação de todas as células e 

subpopulações de progenitores de células sanguíneas (Opferman, 2007). 

Eventual falta de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas, envolvidas 

com a hematopoiese, poderia comprometer a mobilização de células da 

medula óssea para o sangue na vigência da morte encefálila. Porém, em 

estudo anterior (Simas et al., 2012a) demonstrou-se a presença de inflamação 

sistêmica em ambos os grupos ME e FO, ao se avaliar concentrações séricas 

equivalentes de citocinas (fator de necrose tumoral-α, interleucina (IL)-1β, IL-6, 

IL-10) e quimiocinas (Cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1 e -2). 
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Sinusóides vasculares permitem a comunicação do tecido 

hematopoiético com a circulação periférica. A medula óssea oferece uma 

estrutura de nichos que sustentam o número e a função das células-tronco 

hematopoiéticas e células do sistema imunológico integrando inervação, 

perfusão vascular e oxigenação (Mercier et al., 2011). Tem sido demonstrado 

que a redução no número de linfócitos por apoptose em órgãos linfóides e no 

sangue periférico, quando induzido por AVC, está relacionada com a ativação 

do sistema nervoso simpático e do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, 

provocando a liberação sistêmica de catecolaminas e hormônios esteroidais 

(Prass et al., 2003; Mracsko et al., 2014). De fato, as interações do sistema 

nervoso central, eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e componentes do sistema 

imune inato e adaptativo desempenham papel fundamental na regulação da 

inflamação (Webster et al., 2002). A rápida ativação destas vias 

neuroendócrinas durante a inflamação protege o indivíduo contra uma resposta 

imune exacerbada podendo, entretanto, suprimir inapropriadamente o sistema 

imunológico quando ativada sem a presença de inflamação sistêmica (Prass et 

al., 2003). Levando-se em consideração a imunossupressão neuroendócrina 

sistêmica após lesão cerebral aguda, dois pontos principais devem ser 

abordados quando se avalia o papel da morte encefálica no desfecho do 

enxerto no cenário experimental e clínico. Em primeiro lugar, sabe-se que a 

estimulação do sistema nervoso simpático é desencadeada pela morte 

encefálica. Taquicardia e hipertensão são observadas por alguns minutos e 

seguidas por vasoplegia e hipotensão (Simas et al., 2012a; Silva et al., 2012; 

Novitzky et al., 1986; Woiciechowsky et al., 1998; Kutsogiannis et al., 2006). 

Em segundo lugar, a morte encefálica compromete o sistema neuroendócrino, 
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diminuindo a liberação de alguns hormônios como a triiodotironina (T3), tiroxina 

(T4), cortisol e hormônio anti-diurético, decorrente de uma interrupção ao longo 

do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (Simas et al., 2012a; Pratschke et al., 

1999; Wilhelm et al., 2000a). 

Embora a liberação de altos níveis de catecolaminas e hormônios 

esteroidais seja um componente essencial da resposta à morte encefálica, 

esses mediadores não possuem efeitos de longa duração, como demonstrado 

previamente em pacientes com morte cerebral e em modelos experimentais de 

morte encefálica (Simas et al., 2012a; Herijgers et al., 1996; Floerchinger et al., 

2012). No entanto, a resposta inicial a esses mediadores é caracterizada por 

vasoconstrição, hipoperfusão, hipovolemia e hipóxia tecidual. De fato, 

demonstrou-se que logo após a indução da morte encefálica, pelo aumento da 

pressão intracraniana, a perfusão cerebral está virtualmente ausente bem 

como o fluxo regional em diversos leitos vasculares (Herijgers et al., 1996). 

Utilizando-se a técnica de microscopia intravital para a observação da 

microcirculação mesentérica em ratos demonstrou-se hipoperfusão imediata 

dos microvasos mesentéricos desencadeada pela morte encefálica per se 

(Simas et al., 2012a). Consequentemente, a característica inicial da morte 

encefálica inclui instabilidade hemodinâmica, com comprometimento da 

perfusão do órgão e redução da oxigenação, contribuindo para reduzir a 

qualidade dos órgãos de doadores em morte cerebral. Finalmente, estudos 

experimentais têm demonstrado a importância do comprometimento do sistema 

imunológico no aumento da susceptibilidade a infecções após uma lesão 

cerebral (Prass et al. 2003; Liesz et al. 2009). Uma melhor compreensão da 
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fisiopatologia da morte encefálica associada à redução da mobilização de 

células da medula óssea poderá permitir novos e eficazes medicamentos para 

o tratamento dos pacientes doadores de órgãos em morte encefálica. 
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6. Conclusões 

 

 

Com base nos dados apresentados é possível concluir que: 

 A leucopenia induzida pela morte encefálica associa-se a uma 

depressão da medula óssea, evidenciada por redução do número de 

linfócitos e células segmentadas. 

 A morte encefálica não alterou as subpopulações linfocitárias da medula 

óssea. 

  A expressão das moléculas de adesão na população granulocítica da 

medula óssea não se alterou com a indução da morte encefálica. 

 Os processos de apoptose/necrose das células da medula óssea não 

foram alterados pela morte encefálica. 
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“ Suba o primeiro degrau com fé.  

Não é necessário que você veja toda a escada.  

Apenas dê o primeiro passo. ” 

 

Martin Luther King 


