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RESUMO

INTRODUCAO: O transplante pulmonar é a Unica opgio terapéutica para
determinados pacientes com doenca pulmonar em estagio terminal. A maioria dos
transplantes de pulméo é realizada a partir de doadores em morte encefélica, condi¢ao
gue per si pode comprometer o sucesso do procedimento. A fisiopatologia da morte
encefdlica €& complexa e envolve mecanismos hemodindmicos, simpéticos e
inflamatorios. A administracao de metilprednisolona 60 minutos ap6s inducdo da morte
encefalica reduz a atividade inflamatéria em pulmdes de ratos. OBJETIVO: Avaliar os
efeitos do tratamento com metilprednisolona em pulmdes de ratos transplantados a
partir de ratos doadores induzidos a morte encefalica quando administrada 60 minutos
apos inducdo da mesma. METODOS: doze ratos Wistar foram randomizados e
anestesiados em 2 grupos (n=6): controle: inducdo de morte encefadlica e
administracdo de solucdo salina; metilprednisolona (MET): inducdo de morte
encefalica e administracdo de metilprednisolona 60 minutos apds. Os animais foram
observados e ventilados por 120 minutos e depois submetidos a transplante pulmonar.
Foram avaliados parametros hemodinamicos e gasomeétricos, escore histoldgico,
dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), superdxido
dismutase (SOD), TNF-a e interleucina-1p (IL-1B). RESULTADOS: houve reducado
significativa dos niveis de TNF-a e IL-18 no grupo que recebeu metilprednisolona
(p=0,0084; p=0,0155, respectivamente). Nao houve diferenca significativa na atividade
do TBARS e SOD entre os grupos controle e MET (p=0,2644; p=0,7461,
respectivamente). Nao houve diferenca significativa na gasometria, nos parametros
hemodindmicos, e nas alteracdes histoldgicas entre os grupos controle e MET.
CONCLUSAO: a utilizacdo de metilprednisolona apds a morte encefélica em ratos
doadores reduz a atividade inflamatéria em pulmdes transplantados, mas ndo tem

influencia sobre o estresse oxidativo.

PALAVRAS-CHAVE: Transplante pulmonar, Morte encefélica, Modelo experimental,

Metilprednisolona, Estresse oxidativo.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Lung transplantation is the only therapeutic option for a subset of
patients with end-stage lung disease. Most lung transplantations are performed using
brain-dead donors, a condition that compromises the success of the procedure. The
physiopathology of brain death is complex and involves haemodynamics, the
sympathetic nervous system and inflammatory mechanisms. Administering
methylprednisolone 60 minutes after inducing brain death in rats has been shown to
modulate pulmonary inflammatory activity. OBJECTIVE: To evaluate the effects of
methylprednisolone on transplanted rat lungs from donors treated 60 minutes after
brain death. METHODS: Twelve Wistar rats were anaesthetised and randomly
assigned to 1 of 2 groups (n=6): a control group that underwent the induction of brain
death and the administration of saline solution and a methylprednisolone (MET) group
that underwent the induction of brain death and the administration of
methylprednisolone after 60 minutes. All of the animals were observed and ventilated
for 120 minutes and then submitted to lung transplantation. We evaluated
haemodynamic and blood gas parameters, the histologic score, the lung tissue
determination of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), the level of
superoxide dismutase (SOD), the level of TNF-a and the level of interleukin-1B (IL-1pB).
RESULTS: There was a significant reduction in the levels of TNF-a and IL-1B in the
group that received methylprednisolone (p=0.0084 and p=0.0155, respectively). There
were no significant differences in TBARS and SOD between the control and MET
groups (p=0.2644 and p=0.7461, respectively). There were no significant differences in
the blood gas parameters, the haemodynamic parameters and the histologic alterations
between the control and MET groups. CONCLUSION: The administration of
methylprednisolone after brain death in donor rats reduces inflammatory activity in

transplanted lungs but has no influence on oxidative stress.

KEYWORDS: Lung transplantation, Brain death, Experimental model,

Methylprednisolone, Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

7

O transplante pulmonar é a Unica opcao terapéutica para determinados
pacientes com doenca pulmonar em estagio terminal. As principais indicacdes séo:
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (26,5%), fibrose pulmonar idiopatica (FPI)
(25,1%), fibrose cistica (16,4%), e enfisema pulmonar por deficiéncia de a-1-anti-
tripsina (3,2%)[1]. Na América do Sul as indicagbes sdo DPOC (30,2%), FPI (25,4%),

fibrose cistica (22,2%) e hipertensao pulmonar primaria (HPP) (3,2%)[1].

O numero de doadores ndo tem acompanhado o crescente numero de
pacientes que sao incluidos nas listas de espera, tornando-as mais longas. Cerca de
10-20% dos potenciais doadores cadavéricos possuem pulmbes considerados
adequados para transplante, sendo esta a razéo do pulmao ser o érgao sélido menos
aproveitado em doadores de mudltiplos 6rgaos[2]. A faléncia primaria do enxerto
também ¢é outro limitante no sucesso dos programas de transplante, fazendo com que
a sobrevida em 1 ano seja de 78%, enquanto que em 5 anos fique em torno de

50%(3].

A principal causa de mortalidade precoce é a disfuncdo primaria do enxerto
(DPE), ou lesédo pulmonar aguda, presente em 15-50% dos transplantes[4, 5]. Esta
condicdo pode levar a bronquiolite obliterante, principal causa de rejeicdo tardia do
enxerto pulmonar[6], e implica em um maior periodo de internacdo na unidade de

terapia intensiva, elevando os riscos e custos[5].

A disfuncdo primaria do enxerto € um diagnostico de exclusdo quando
descartadas outras causas de lesdo pulmonar aguda, como rejeicdo aguda,
pneumonia, e obstrucéo vascular. E uma sindrome que ocorre de forma precoce pos-
transplante consistindo em dificuldade de oxigenacao, edema pulmonar, diminuicdo da
complacéncia pulmonar, infiltrado difuso ao RX de térax, com necessidade de maior

tempo de ventilacgdo mecanica (VM). O padrdo radiografico pode se apresentar



precocemente ou ser mais progressivo. Implica em elevada mortalidade, prolongado
periodo de internacdo, e recuperagdo clinica notavelmente mais arrastada, com

funcdo pulmonar a longo prazo inferior a pacientes que ndo a desenvolvem|5].

Presumivelmente o tempo de isquemia tem papel importante na sua etiologia,
mas nao isolado, pois a DPE pode ocorrer com tempo de isquemia inferior a 3 horas.
Rejeicdo aguda ainda ndo se configura como causa bem estabelecida, mas fatores
imunoldgicos podem contribuir para seu desenvolvimento ou potencializacao, e terapia
anti-globulinica pode ter algum efeito protetor. Fatores relacionados ao doador

também néo justificam isoladamente sua etiologia[5].

Hipertensao pulmonar prévia pode ser um fator de risco, e esta condicdo pode
ser determinante na sele¢do de pacientes para transplante unilateral. Outro possivel
fator de risco é a utilizacdo de by-pass cardiopulmonar, que pode potencializar os
efeitos da lesdo de isquemia-reperfusdo (IR). O achado histoldgico caracteristico é

leséo difusa alveolar grave[5].

O mecanismo da lesdo pulmonar aguda é diretamente relacionado com a
liberacdo de espécies ativas de oxigénio, ativacdo endotelial, liberacdo de citocinas e
sequestro neutrofilico[7, 8]. HA evidéncias de que o pulm&o é o primeiro 6rgao afetado
pela isquemia antes de sua retirada[9, 10]. A maioria dos transplantes pulmonares é
realizada com doadores em morte encefalica, e os resultados funcionais sdo piores
guando comparados com doadores vivos, independentemente do tempo de
isquemia[11]. Especula-se que esses resultados negativos sejam decorrentes dos

eventos inflamatérios préprios da morte encefélica.

A morte encefélica resulta de dano grave ao tronco encefdlico, com perda total
e irreversivel de suas funcBes. Em modelos experimentais esse dano inicial €
acompanhado da elevagdo imediata dos niveis de adrenalina e noradrenalina

plasmaticas, com consequente hipertensdo e taquiarritmias[12-14]. Este breve periodo



s

hipertensivo € seguido por reducdo gradativa da pressdo arterial e vasodilatacédo
sistémica[15-17]. Ocorrem também alteracdes enddcrinas do eixo hipotalamo-
hipofisario com niveis reduzidos de horménio adrenocorticotréfico (ACTH), cortisol,

triiodotironina, tiroxina, insulina e vasopressina[12, 15].

Nos pulmdes, a lesdo parece decorrer da agdo sinérgica de duas sindromes
distintas ocasionadas pela morte encefalica: o edema pulmonar neurogénico (EPN), e
a resposta inflamatéria[2]. O EPN tem sua origem na estimulac¢do ou lesao ao sistema
nervoso central. Dois mecanismos sdo sugeridos: o hemodinamico e o simpatico.
Ambos se relacionam com a tempestade de catecolaminas que acompanha o dano do
tronco encefalico. Foi reconhecido e inicialmente estudado no inicio do século vinte
como complicacdo de eventos epilépticos, hemorragia subaracnéidea e traumatismo

encefélico[18].

Estudos de necropsia em vitimas de lesdo cerebral na Guerra do Vietnd
demonstraram  evidéncias de congestdo e hemorragia  pulmonar[19].
Subsequentemente, estudos em animais demonstraram EPN em coelhos submetidos

a hidrocefalia por administracdo de fibrinogénio e trombina na cisterna magna[20].

O primeiro mecanismo envolvido na génese do EPN é conhecido como Blast
Injury Theory, e consiste na evidéncia experimental que resulta de alteracdes na
permeabilidade capilar pulmonar por estresse hemodinamico. O processo se inicia
com uma descarga simpatica apés a morte encefélica, seguindo com estimulagéo alfa-
adrenérgica e vasoconstricdo sistémica. O aumento da resisténcia vascular periférica
ocasiona aumento da pressao do ventriculo e atrio esquerdos, com aumento da
presséao arterial pulmonar. Estes eventos, além de lesarem diretamente os capilares e
0s alvéolos elevam a pressao hidrostatica capilar pulmonar, com consequente edema.
Estudos experimentais da década de 1950 usavam o termo “neuro-hemodinamico”

para o EPN[21, 22].



Estudos recentes tém avaliado os efeitos hemodindmicos e a resposta
inflamatoria apds morte encefélica. Bittner et al demonstraram elevagéo de citocinas e
neutrofilos CD8 e CD11 no lavado broncoalveolar (LBA), além da ruptura da
membrana alvéolo-capilar, em modelo experimental com ratos que foram submetidos
a morte encefalica através da introducdo de cateter de Fogarty no espacgo
peridural[23]. Estudo em cdes com técnica semelhante demonstrou aumento das
pressoes arterial média sistémica, arterial pulmonar, do atrio esquerdo e diastdlica final
no ventriculo direito ap6s 4 horas de morte encefdlica. O volume de liquido extra-
vascular pulmonar também se elevou apés 6 horas. Achados de microscopia
eletrdnica nas bidpsias desses pulmdes revelaram hemorragia alveolar, distensédo
capilar-alveolar, congestdo pulmonar e edema pulmonar leve a moderado[24]. Outro
estudo experimental demonstrou que animais submetidos a transplante pulmonar de
doadores com morte encefélica apresentaram pior resultado funcional a longo prazo
gue com doadores sem morte encefalica, indicando papel importante da morte

encefélica também nos eventos de rejeicdo crbnica[25].

Ha outras evidéncias de que a resposta inflamatdria possui papel significativo
no processo de lesdo pulmonar pds trauma cerebral em estudos onde o uso de
corticoides evitou ou retardou o surgimento de EPN[26-28]. Estes modelos indicaram
gue a utilizacdo de corticdides no potencial doador pode aumentar o numero de
pulmbes adequados para transplante[29]. Outro estudo que analisou
retrospectivamente mais de 10.000 doadores em morte encefalica, onde 7% dos
doadores recebeu corticoterapia e drogas vasoativas, confirmou esta possibilidade.
Estudo recentemente concluido pelo nosso grupo mostrou que houve reducdo dos
niveis de TNF-a tanto em ratos tratados com metilprednisolona 5 minutos apés morte

encefélica quanto em ratos tratados mais tardiamente (apds 60 minutos)[30].

Ha relatos demonstrando que doadores submetidos a corticoterapia e drogas

vasoativas contribuem proporcionalmente para o aumento do ndmero de Orgdos



adequados para transplante. Instabilidade hemodindmica ocorre em 80% dos
potenciais doadores, sendo causa de 10% das perdas de doadores devido a
hipotensao refrataria a reposicao volémica e a administracdo de vasopressores[31].
Uma projecdo estatistica constatou que se todos os doadores tivessem sido
submetidos a esses tratamentos cerca de 300 pulmdes seriam acrescentados ao
namero de 6rgaos viaveis[32]. Mesmo assim, uso de vasopressores eleva o risco de

disfuncao cardiaca em doadores em morte encefalica[31].

Outro estudo retrospectivo analisou 119 doadores em morte encefélica
divididos em 3 grupos: controle, corticoterapia isolada, terapia combinada. No
momento do transplante, a pressdo capilar pulmonar estava reduzida no grupo com
terapia combinada[33]. Estudo similar constatou melhora na oxigenacao de 6rgaos de
doadores em morte encefélica submetidos a corticoterapia em comparagdo com

doadores nao submetidos.

A literatura demonstra que os enxertos ndo sao imunologicamente inertes. Os
fatores acima, especialmente a morte encefalica, “reprogramam” o enxerto em um
6rgao imunologicamente ativo. Logo, a imunossupressao deve iniciar ja no doador. O
tratamento imunossupressor do potencial doador apds a confirmacdo da morte
encefélica desponta como uma abordagem promissora ha reducdo da ativacdo

imunolégica e no aumento das chances de sucesso do transplante pulmonar[34].

O tratamento, e principalmente a prevencdo da disfuncdo priméaria do enxerto
sdo abordagens de suma importancia no atual contexto dos programas de transplante

pulmonar.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Transplante pulmonar

2.1.1 Historico do transplante pulmonar

O primeiro transplante pulmonar foi realizado em 1963 nos Estados Unidos
pelo Dr. James Hardy. No entanto, o primeiro bem sucedido so foi realizado em 1983,
pelo Dr. Bruce Reitz. Na América Latina, o primeiro procedimento a ser realizado foi
em 1989 em Porto Alegre pelo Dr. José de Jesus Camargo[35].

O desenvolvimento de técnicas imunossupressoras efetivas foi fundamental
para que os programas de transplante obtivessem bons resultados. Nas décadas de
1960 e 1970, este procedimento era frequentemente fatal. Somente apos a introducao
da ciclosporina, no inicio dos anos 80, se observou um impulso nos resultados dos
programas de transplante[32], com a melhor prevencéo de rejeicdo aguda que chega

atualmente a ocorrer em cerca de 50% no primeiro ano[33].

2.1.2 Desafios no transplante pulmonar

O crescente numero de indica¢des nado tem sido acompanhado pelo nimero de
doadores, tornando as listas de espera mais longas. Apenas 10-20% dos potenciais
doadores em morte encefalica possuem pulmdes adequados para o transplante em
funcdo da deterioracéo pulmonar[36]. O contato direto do pulm&o com o meio externo
(ar ambiente) o torna mais suscetivel a agentes patogénicos, que aliados a
imunossupressao podem levar a infec¢des graves e de dificil manejo. Em relacdo a
outros 6rgdos sélidos, o transplante pulmonar é o procedimento menos executado
devido a falta de doadores adequados[2]. Assim o pulmao permanece como o 6rgao

soOlido menos utilizado em doadores de multiplos 6rgdos|2, 37].



Outro fator limitante para o sucesso dos programas de transplante pulmonar é
a disfuncéo priméaria do enxerto, fazendo com que a sobrevida em 3 meses, 1 ano e 5
anos seja de 87%, 78% e 26-50%, respectivamente, sendo a principal causa de
mortalidade precoce[3] Esta condicdo faz necessaria a ventilagdo mecéanica
prolongada, com maior permanéncia na unidade de terapia intensiva e todos os seus
riscos[5]. Além disso, a lesdo pulmonar aguda contribui para a maior incidéncia de

bronquiolite obliterante, principal causa de rejeicéo tardia do enxerto pulmonar([6].

A disfuncéo priméaria do enxerto € um tipo de dano agudo ao 6rgdo doador
resultante dos eventos proprios do transplante como morte encefalica do doador,
periodo de isquemia, preservacao e reperfusdo. Sua incidéncia é de 11-25%]4, 5, 38-

40].

Vérios termos sao utilizados para descrever essa condicdo: lesdo de isquemia
e reperfusdo, resposta pds-implante, edema pdés-implante, edema de reperfusao,
edema pulmonar ndo cardiogénico, disfuncdo precoce do enxerto, disfuncdo primaria
do enxerto, faléncia primaria do enxerto, sindrome da angustia respiratéria aguda pés-
transplante e dano pulmonar agudo. Esses termos n&o sédo sinbnimos, sendo alguns
utilizados em eventos terminais de lesdo de isquemia-reperfusdo, e outros para
guadros menos graves[41]. Mesmo assim, ha consenso que a disfuncdo primaria do

enxerto acarreta grande morbimortalidade no transplante pulmonar.

Fatores do doador como idade, raga, doenca pulmonar prévia e tabagismo
podem influenciar na qualidade do enxerto. Outros fatores como morte encefalica do
doador, aspiracdo brénquica, periodo longo em ventilagio mecénica, instabilidade
hemodindmica, trauma, pneumonia e transfusbes sanguineas contribuem para o
surgimento do dano pulmonar oriundo da isquemia-reperfusdo, e para a disfuncéo do

enxerto[42, 43].



Os parametros gasomeétricos utilizados para caracterizar um pulmao doador
como adequado sdo: PaO,> 300mmHg com FiO, de 100% e PEEP de 5cmH,0O ou
PaO,/FiO, = 300mmHg. No caso de acidose, deve-se corrigir com bicarbonato de
sédio ou aumento da ventilacdo. Ha evidencias da utilizacdo de doadores com valores
mais alterados, desde que sem outros fatores de risco. O manejo hidrico deve ser feito
com muita cautela, pois se por um lado a hipovolemia, frequentemente observada,
deva ser tratada agressivamente, por outro a sobrecarga hidrica pode levar ao edema

pulmonar, inviabilizando o érgéo[44].

2.2 Morte Encefélica

2.2.1 Definicdo e Diagnéstico de Morte Encefalica

Antigamente a definicdo de morte estava atrelada meramente a parada dos
batimentos cardiacos e da respiracdo. Esta definicdo remetia ao coracdo como érgdo
central do corpo humano, e nestas condi¢cdes o cérebro se tornaria inviavel. Com os
avancos nas técnicas de reanimacdo cardio-pulmonar e da medicina intensiva, houve

a necessidade de um novo conceito para morte.

A primeira publicagdo com a definicdo de morte encefélica data de 1968, onde
foi proposto o termo coma irreversivel[45]. Naquela época, os critérios de morte
levavam a controvérsias importantes na hora de obter 6érgdos doadores. O critério de
coma irreversivel poderia ser uma nova definicdo de morte, alterando as bases dos
programas de transplante. Os critérios para definicAo de coma irreversivel eram: ndo-
responsividade e nado-receptividade a estimulos; auséncia de movimentos, incluindo
movimentos respiratorios; auséncia de reflexos de tronco encefalico; e

eletroencefalograma isoelétrico. Todos os exames deveriam ser repetidos apds 24



horas, e fatores de confusdo como hipotermia e uso de depressores do sistema
nervoso central deveriam ser descartados. No entanto, o exame por mais de um

médico ndo era mencionado.

Esses critérios ainda sdo considerados confidveis na comunidade cientifica,
estando presentes nas duas Resolu¢bes sobre morte encefalica do Conselho Federal
de Medicina Brasileiro (CFM) publicadas até hoje, a de 1991[46], e a de 1997[47], que

revogou a anterior.

Atualmente, a definicho de morte encefélica € a condi¢do clinica onde um
exame neurologico atesta ausencia de todos os reflexos do tronco cerebral e de
gualquer resposta ventilatéria com uma hipercapnia maior que PaCO, de 60mmHg,
temperatura corpérea normal, exames bioquimicos e toxicolégicos normais, e

ausencia de fluxo sanguineo cerebral em exames de imagem][48].

Em 1997 foi publicada no Brasil a Resolu¢cdo do CFM que trata do diagndstico
de morte encefélica (Quadro 1). Faz parte dessa Resolucdo o Termo de Declaragéo
de Morte Encefélica, que visa orientar e padronizar o manejo de pacientes com
suspeita de morte encefalica em hospitais brasileiros (Quadro 2)[47]. Segundo a
Resolucéo, a definicdo de morte encefalica é a parada total e irreversivel da atividade

do tronco e hemisférios cerebrais.
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Quadro 1. Resolucdo do Conselho Federal de Medicina Brasileiro referente ao

diagnostico de morte encefalica.

RESOLUGAO CFM n° 1.480/97

O Conselho Federal de Medicina, no uso das atribuicGes conferidas pela Lei n° 3.268, de 30 de setembro de
1957, regulamentada pelo Decreto n° 44.045, de 19 de julho de 1958 e,
CONSIDERANDO que a Lei n° 9.434, de 4 de fevereiro de 1997, que dispbe sobre a retirada de 6rgaos, tecidos e
partes do corpo humano para fins de transplante e tratamento, determina em seu artigo 3° que compete ao Conselho
Federal de Medicina definir 0s critérios para diagnéstico de morte encefdlica;
CONSIDERANDO que a parada total e irreversivel das fungdes encefalicas equivale a morte, conforme critérios ja bem
estabelecidos pela comunidade cientifica mundial;
CONSIDERANDO o 6nus psicologico e material causado pelo prolongamento do uso de recursos extraordinarios para
o suporte de fungdes vegetativas em pacientes com parada total e irreversivel da atividade encefalica;
CONSIDERANDO a necessidade de judiciosa indicagdo para interrupcdo do emprego desses recursos;
CONSIDERANDO a necessidade da adogédo de critérios para constatar, de modo indiscutivel, a ocorréncia de morte;
CONSIDERANDO que ainda nédo ha consenso sobre a aplicabilidade desses critérios em criangas menores de 7 dias e

prematuros,

RESOLVE:

Art. 1°. A morte encefélica sera caracterizada através da realizagdo de exames clinicos e complementares
durante intervalos de tempo variaveis, préprios para determinadas faixas etarias.
Art. 2°. Os dados clinicos e complementares observados quando da caracterizagdo da morte encefélica deverédo ser
registrados no "termo de declaragdo de morte encefalica" anexo a esta Resolucéo.
Paréagrafo Unico. As instituicdes hospitalares poder&o fazer acréscimos ao presente termo, que dever&o ser aprovados
pelos Conselhos Regionais de Medicina da sua jurisdicéo, sendo vedada a supresséo de qualquer de seus itens.
Art. 3°. A morte encefdlica devera ser consequiéncia de processo irreversivel e de causa conhecida.
Art. 4°. Os parametros clinicos a serem observados para constatagdo de morte encefalica sdo: coma aperceptivo com
auséncia de atividade motora supra-espinal e apnéia.
Art. 5°. Os intervalos minimos entre as duas avaliagdes clinicas necessérias para a caracterizagdo da morte encefalica
serdo definidos por faixa etaria, conforme abaixo especificado:
a) de 7 dias a 2 meses incompletos - 48 horas
b) de 2 meses a 1 ano incompleto - 24 horas
c) de 1 ano a 2 anos incompletos - 12 horas
d) acima de 2 anos - 6 horas
Art. 6°. Os exames complementares a serem observados para constatagdo de morte encefalica deverdo demonstrar de

forma inequivoca:
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a) auséncia de atividade elétrica cerebral ou,

b) auséncia de atividade metabdlica cerebral ou,

¢) auséncia de perfusdo sangiinea cerebral.

Art. 7°. Os exames complementares serdo utilizados por faixa etaria, conforme abaixo especificado:

a) acima de 2 anos - um dos exames citados no Art. 6°, alineas "a", "b" e "c";

b) de 1 a 2 anos incompletos: um dos exames citados no Art. 6°, alineas "a", "b" e "c". Quando optar-se por
eletroencefalograma, seréo necessarios 2 exames com intervalo de 12 horas entre um e outro;

c) de 2 meses a 1 ano incompleto - 2 eletroencefalogramas com intervalo de 24 horas entre um e outro;

d) de 7 dias a 2 meses incompletos - 2 eletroencefalogramas com intervalo de 48 horas entre um e outro.

Art. 8°. O Termo de Declarac&o de Morte Encefalica, devidamente preenchido e assinado, e os exames
complementares utilizados para diagnostico da morte encefélica deveréo ser arquivados no proprio prontuario do
paciente.

Art. 9°. Constatada e documentada a morte encefalica, devera o Diretor-Clinico da instituicdo hospitalar, ou quem for
delegado, comunicar tal fato aos responsaveis legais do paciente, se houver, e a Central de Notificagdo, Captacédo e

Distribuic&o de Org&os a que estiver vinculada a unidade hospitalar onde o mesmo se encontrava internado.

Quadro 2. Termo de Declarac¢do de Morte Encefélica

IDENTIFICAGAO DO HOSPITAL

TERMO DE DECLARAGAO DE MORTE ENCEFALICA

(Res. CFM n° 1.480 de 08/08/97)

NOME:
PAI:

MAE:

IDADE: ANOS MESES DIAS DATA DE NASCIMENTO___ /|

SEXO: M F RACA: A B N Registro Hospitalar:

A. CAUSA DO COMA
A.1 - Causa do Coma:
A.2. Causas do coma que devem ser excluidas durante o exame
a) Hipotermia () SIM () NAO
b) Uso de drogas depressoras do sistema nervoso central () SIM () NAO

Se aresposta for sim a qualquer um dos itens, interrompe-se o protocolo
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B. EXAME NEUROLOGICO - Atencdo: verificar o intervalo minimo exigivel entre as avaliagdes clinicas,

constantes da tabela abaixo:

IDADE INTERVALO
7 dias a 2 meses incompletos 48 horas
2 meses a 1 ano incompleto 24 horas
1 ano a 2 anos incompletos 12 horas
Acima de 2 anos 6 horas

(Ao efetuar o exame, assinalar uma das duas opcdes SIM/NAO. obrigatoriamente, para todos os itens abaixo)

Elementos do exame neuroldgico Resultados
1° exame 2° exame
Coma aperceptivo ()SIM ()NAO ()SIM ()NAO
Pupilas fixas e arreativas ()SIM ()NAO ()SIM ()NAO
Auséncia de reflexo cérneo-palpebral ()SIM ( )NAO ()SIM ( )NAO
Auséncia de reflexos oculocefélicos ()SIM ( )NAO ()SIM ( )NAO
Auséncia de respostas as provas caléricas ()SIM ()NAO ()SIM ( )NAO
Auséncia de reflexo de tosse ()SIM ( )NAO ()SIM ( )NAO

Apnéia ()SIM ()NAO ()SIM ()NAO

C. ASSINATURAS DOS EXAMES CLINICOS - (Os exames devem ser realizados por profissionais

diferentes, que n&do poderdo ser integrantes da equipe de remocgé&o e transplante.

1 - PRIMEIRO EXAME 2 - SEGUNDO EXAME

DATA:___ /| HORA: : DATA:___ | | HORA:
NOME DO MEDICO: NOME DO MEDICO:

CRM: FONE: CRM: FONE:
END.: END.:

ASSINATURA: ASSINATURA:

D. EXAME COMPLEMENTAR - Indicar o exame realizado e anexar laudo com identificagdo do médico

responsavel.

1. Angiografia Cerebral 2. Cintilografia Radioisotépica 3. Doppler Transcraniano 4. Monitorizag&do da presséo
intra-craniana 5. Tomografia computadorizada com xenénio
6. Tomografia por emisséo de foton Unico 7. EEG 8. Tomografia por emissdo de positrons 9. Extracdo Cerebral de

oxigénio 10. outros (citar)
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E. OBSERVACOES

1 - Interessa, para o diagndéstico de morte encefélica, exclusivamente a arreatividade supraespinal.
Consequentemente, ndo afasta este diagnostico a presencga de sinais de reatividade infraespinal (atividade reflexa
medular) tais como: reflexos osteotendinosos (“reflexos profundos"), cutaneo-abdominais, cutaneo-plantar em flexdo ou
extensédo, cremastérico superficial ou profundo, erecdo peniana reflexa, arrepio, reflexos flexores de retirada dos
membros inferiores ou superiores, reflexo ténico cervical.

2 - Prova cal6rica

2.1 - Certificar-se de que n&o ha obstrugéo do canal auditivo por cerumem ou qualquer outra condigéo que dificulte ou
impeca a correta realizagdo do exame.

2.2 - Usar 50 ml de liquido (soro fisiologico, agua, etc) préximo de 0 grau Celsius em cada ouvido.

2.3 - Manter a cabeca elevada em 30 (trinta) graus durante a prova.

2.4 - Constatar a auséncia de movimentos oculares.

3 - Teste da apnéia

No doente em coma, o nivel sensorial de estimulo para desencadear a respiracao € alto, necessitando-se da pCO2 de
até 55 mmHg, fendmeno que pode determinar um tempo de varios minutos entre a desconexao do respirador e o
aparecimento dos movimentos respiratérios, caso a regido ponto-bulbar ainda esteja integra. A prova da apnéia é
realizada de acordo com o seguinte protocolo:

3.1 - Ventilar o paciente com 02 de 100% por 10 minutos.

3.2 - Desconectar o ventilador.

3.3 - Instalar catéter traqueal de oxigénio com fluxo de 6 litros por minuto.

3.4 - Observar se aparecem movimentos respiratorios por 10 minutos ou até quando o pCO2 atingir 55mmHg.

4 - Exame complementar. Este exame clinico deve estar acompanhado de um exame complementar que demonstre
inequivocadamente a auséncia de circulagdo sanguinea intracraniana ou atividade elétrica cerebral, ou atividade
metabolica cerebral. Observar o disposto abaixo (itens 5 e 6) com relagéo ao tipo de exame e faixa etéria.

5 - Em pacientes com dois anos ou mais - 1 exame complementar entre os abaixo mencionados:

5.1 - Atividade circulatéria cerebral: angiografia, cintilografia radioisotépica, doppler transcraniano, monitorizagao da
presséo intracraniana, tomografia computadorizada com xenénio, SPECT.

5.2 - Atividade elétrica: eletroencefalograma.

5.3 - Atividade metabdlica: PET, extracéo cerebral de oxigénio.

6 - Para pacientes abaixo de 02 anos:

6.1 - De 1 ano a 2 anos incompletos: o tipo de exame é facultativo. No caso de eletroencefalograma sdo necessérios 2
registros com intervalo minimo de 12 horas.

6.2 - De 2 meses a 1 ano incompleto: dois eletroencefalogramas com intervalo de 24 horas.

6.3 - De 7 dias a 2 meses de idade (incompletos): dois eletroencefalogramas com intervalo de 48h.

7 - Uma vez constatada a morte encefalica, cépia deste termo de declaragédo deve obrigatoriamente ser enviada ao

6rgéo controlador estadual (Lei 9.434/97, Art. 13).
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Apesar dos critérios atualmente utilizados para o diagnostico de morte

encefalica serem abrangentes e rigidos, ndo séo isentos de criticas[49, 50].

Segundo Shewmon, os atuais critérios clinicos para diagnoéstico de morte
encefalica ndo permitem excluir falsos positivos. Afirma que aceitando um risco
méaximo de falso positivo de 0,01%, seria necessario o0 acompanhamento da evolugao
de 23.025 pacientes que preenchessem os atuais critérios diagndsticos e concluir que

nenhum deles apresentasse um diagnéstico falso positivo[51].

O teste de apneia € criticado por ser potencialmente prejudicial em pacientes
com baixa perfusdo cerebral, pela possibilidade de ocasionar hipotensdo e aumento
da presséao intracraniana[52]. Além disso, seus resultados ndo sdo confiaveis em

pacientes com dano pulmonar (hipoxemia) e acidose[53].

Estudo prospectivo mostrou que hipertermia eleva o risco de morte em
paciente com acidente vascular cerebral[54]. Ja a utilizacdo de hipotermia moderada
seria benéfica em pacientes com traumatismo cranio-encefalico grave[55-57].
Segundo Coimbra, esses estudos sugerem que o diagndstico atual de morte
encefélica ndo seria totalmente confidvel, e que pacientes considerados potenciais
doadores deveriam ser submetidos a hipotermia moderada como alternativa ao teste

de apneia[50].

2.2.2 Doagédo de oOrgaos e recomendacdes da Associacdo Brasileira de

Transplantes de Orgéos (ABTO)

Orgaos para transplantes podem ser captados de doadores vivos, cadavéricos
ou em morte encefalica. A doacgdo de pulméo € um exemplo de captagédo de doadores
vivos e em morte encefalica[58, 59]. A grande maioria dos 6rgaos sao de doadores em

morte encefdlica.
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No Brasil, ha 8 centros de transplantes habilitados segundo a ABTO, sendo 5

desses centros em S&o Paulo e no Rio Grande do Sul[60].

A péagina eletrdnica da ABTO lista orientacdes bésicas na manutencdo do

doador cadaver:

a) Garantia de acessos vasculares;

b) Tratamento de hipotensédo com reposicao vigorosa (cristaloides e
colbides) e uso de dopamina ou outra droga vasoativa,

C) Ventilagdo mecénica com volume inspiratorio de 10ml/Kg de
peso, pressao positiva expiratoria (PEEP) de 5cmH,O e gasometria arterial
periédica;

d) Controle de hipotermia com focos de luz préximos ao térax e
abddmen, infusédo e ventilagcdo aquecidos e cobertor térmico;

e) Outros cuidados: reposicdo de eletrdlitos, reposicdo de
bicarbonato de sddio em acidose metabdlica, correcdo de hiperglicemia com
insulina regular, uso regular de antibidticos profilaticos e terapéuticos,
transfuséo de sangue quando hemoglobina abaixo de 10g/dl, e protecdo ocular

com gaze umedecida.

N&o sdo mencionados cuidados com relagdo a ressuscitacdo hormonal com

administracéo de corticoides ou hormonios tiredideos.

2.2.3 Fisiopatologia da morte encefélica

As principais causa de morte encefalica em potenciais doadores no nosso meio

sdo acidente vascular cerebral (40,5%), traumatismo cranio-encefalico (34,2%),

hemorragia subaracnoideda (10,9%), e ferimento por arma de fogo (5,7%)[61].
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As chances de sucesso de transplante de doadores vivos sdo maiores do que
de doadores mortos[11, 62]. No entanto, a maioria dos doadores estdo em morte
encefalica, estando associado a pior qualidade do enxerto[42] e maior risco de rejeicdo

cronical24] e aguda[63].

O mecanismo desencadeante da morte encefalica também possui influencia na
rejeicdo crénica do enxerto. Estudo retrospectivo demonstrou que transplantes de
pulmdes doadores em morte encefalica traumatica apresentaram associacdo com

bronquiolite obliterante[64].

Van Der Hoeven observou em modelo experimental que a morte encefélica
promove deterioracdo progressiva da funcdo hepatica e que a instabilidade
hemodinamica é um fator agravante dessa deterioracéo. Este estudo concluiu que a
morte encefalica ndo deve ser considerada uma condicao estatica, e sim um processo
dindmico que influencia diretamente a viabilidade dos o6rgdos doadores. Logo,
intervencBes aplicadas durante o tempo entre a constatacdo da morte encefélica e a

retirada dos 6rgaos poderiam diminuir os efeitos negativos da morte encefélica[65].

Outro estudo utilizando modelo animal observou que o dano pulmonar
decorrente da IR em doadores em parada cardio-respiratéria é menor do que em

doadores em morte encefalica[66].

Os mecanismos pelos quais a morte encefélica agride o 6rgdo doador ainda
nao sdo totalmente esclarecidos. A compreensdo destes mecanismos € 0
desenvolvimento de técnicas e intervencdes que possam inibir essa agressdo podem
aumentar o nimero de doadores viaveis e diminuir a incidéncia de faléncia primaria do

enxerto[67].
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2.2.4 Alteragdes hemodinamicas

A morte encefélica € decorrente de um dano irreversivel ao tronco cerebral. Em
modelos animais, esse dano € seguido de um ativacao do sistema nervoso autbnomo
(autonomic storm), com aumento dos niveis plasmaticos de adrenalina e
noradrenalina[14]. Consequentemente, sdo observados taquicardia, arritmias,
alteracdes eletroliticas, flutuacdo cadtica da pressao arterial, alteracdes pulmonares,
hipotermia e coagulopatia. Um evento importante nesse processo € o surgimento do

edema pulmonar neurogénico[68].

O mecanismo envolvido na génese do EPN foi observado ap6s modificacdes
introduzidas na Blast Injury Theory. Estudo experimental de inducdo de morte
encefalica por aumento da pressao intracraniana em animais com manutencao de
niveis pressoricos sistémicos através da exsanguinacao controlada da aorta observou
edema pulmonar com frequéncia similar aos animais hipertensos[69]. Outro estudo
gue controlou as pressfes da aorta, da artéria pulmonar e do atrio esquerdo concluiu
gue o controle da pressdo da artéria pulmonar preveniu o surgimento de EPNJ[70].
Igualmente, o EPN e a resposta hemodinamica a lesdo cerebral podem ser prevenidos
pelo blogueio alfa-adrenérgico, transeccdo espinhal, esplancnicectomia e anestesia
espinhal, mas ndo por adrenalectomia ou bloqueio beta-adrenérgico. Estes achados
indicam gque a noradrenalina € um mediador da resposta simpatica a lesédo cerebral[71,

72].

As alteracfes se iniciam com compressao e estimulagéo do tronco encefélico e
herniagéo das estruturas cranianas. Consequentemente, ocorre elevacdo da presséo
intracraniana e diminuicdo da perfusdo cerebral com aumento da isquemia. A
diminuicdo do pH e o aumento da PCO, resultantes sensibilizam os quimiorreceptores
do hipotalamo, ativando o sistema simpatico. A chamada "tempestade simpatica” ativa

receptores a-l-adrenérgicos determinado vasoconstricdo, aumento da resisténcia



18

periférica e aumento da pressao arterial para melhorar a perfusdo cerebral. No
entanto, o aumento da pressdo arterial sensibiliza os barorreceptores carotideos e
ocasiona uma estimulacdo parassimpatica induzindo uma bradicardia transitéria[73-

75].

Hipertensdo, padrdo ventilatério irregular e bradicardia em resposta ao
aumento da pressao intracraniana definem o Reflexo de Cushing, descrito pelo mesmo

em 1902 [76].

As consequéncias da tempestade simpatica na resisténcia vascular periférica e
nos parametros cardio-respiratérios estdo diretamente relacionados com a elevacao
da pressao intracraniana. Mesmo com a hipertensao os tecidos se tornam isquémicos
devido a vasoconstricao periférica, ao aumento da resisténcia vascular e a diminui¢édo

do fluxo sanguineo tecidual.

No miocéardio essas alteracfes levam a subita elevacdo do trabalho cardiaco e
do consumo de oxigénio. A demanda do coracdo ndo é suprida, e advém isquemia

cardiaca global. Essa fase dura poucos minutos[34].

Logo apo6s a fase hipertensiva, observa-se uma hipotenséo sustentada (platd
hipotensivo)[69]. Em virtude da diminuicdo dos niveis de catecolaminas, ocorre uma
diminuicdo da resisténcia vascular periférica e da contratibilidade cardiaca. Com isso
pioram a pressdo perfusional e a auto-regulagdo vascular, com menor perfusdo e

oferta tecidual de oxigénio[2].

2.2.5 Alteracfes enddécrinas

As alteragbes enddcrinas decorrentes da morte se devem a tempestade

autondémica e a disfuncdo do eixo hipotalamo-hipofise. Logo, h4 o surgimento de
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diabetes insipido e diminuicdo dos niveis de tiroxina, triiodotironina, vasopressina,
cortisol, insulina e horménio adrenocorticotropico[73]. Bittner et al observaram em
modelo experimental que os niveis de vasopressina diminuem apds 15 minutos, e 0s
do horménio adrenocorticotropico apdés 45 minutos do estabelecimento da morte

encefélica[77].

A funcdo endécrina cardiaca parece nao se alterar significativamente com a
morte encefdlica. Os peptideos natriuréticos B e atrial estdo associados com a
gravidade do dano miocardico. Em estudo com modelo porcino, os niveis de horménio
natriurético atrial se elevaram apesar do comprometimento da contratilidade[15]. Outro
estudo observou que os niveis de peptideo natriurético atrial e peptideo tipo B ndo se

alteraram em relacdo ao grupo controle[68].

Em estudo experimental, infusdo continua de insulina ocasionou menor

liberacdo de TNF-q, IL-6 e IL-10 no ventriculo direito, cortex e medula adrenal[78].

Outro estudo experimental observou que a administracdo de triiodotironina
altera o metabolismo anaerébico na morte encefalica, com a diminuicdo da producdo

de lactato e acidos graxos[79-83].

No entanto, outros autores observaram achados diferentes com relacdo aos
achados hormonais na morte encefalica. Gramm néo identificou diminuicdo dos niveis
hormonais hipotalamico-hipofisario e tire6ideos em potenciais doadores com morte
encefalica. Seus resultados foram interpretados como se houvesse uma fungéo
residual do sistema neuroendécrino capaz de manter os niveis hormonais na morte

encefélica[80, 84]. Achados similares foram relatados por Arita et al[81, 85].
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2.2.6 Alteracbes morfologicas

As alteragbes oriundas da tempestade autonémica e da liberacdo de
catecolaminas nas fibras simpéticas miocardicas podem ocasionar aumento da
resposta imunoldgica do receptor, com uma pior paténcia do enxerto. Hemorragia
petequial, lise de coagulacdo dos midcitos e infiltracdo mononuclear séo observados
no subendocardio do ventriculo esquerdo[82], podendo evoluir para necrose
miocérdica[83]. Em modelos experimentais de morte encefalica induzida pelo aumento
gradual da pressdo intracraniana, ndo se observaram alteracdes hemodinamicas
significativas, ocorrendo discretas alteracbes morfoldégicas miocardicas. Assim, a
grande liberacdo de catecolaminas é um dos fatores que influenciam na qualidade dos

potenciais érgaos apds morte encefalica[84, 85].

No transplante renal, a tempestade autonémica também favorece a disfuncéo
do enxerto. Alteracdes como hiperemia glomerular, glomerulite, proliferacdo endotelial
e periglomerulite sdo encontradas apds a morte encefélica, sendo que apés 3 dias
podem ser encontradas degeneracdo, atrofia e necrose das células tubulares[86].
Esses achados sdo decorrentes da hipotensédo e da vasoconstricdo renal observados
apés a morte encefalica. Orgdos retirados de doadores com instabilidade
hemodindmica apresentam alta incidéncia de necrose tubular aguda[87]. Instabilidade
hemodindmica e tempo de exposicdo do rim a morte encefalica se relacionam

diretamente com disfunc&o do enxerto[88].

Para o transplante hepatico, a literatura ainda é controversa. Modelo canino de
hipotenséo prolongada e morte encefalica observou que o figado é muito resistente a
hipotenséao, possuindo grande reserva fisiol6gica[89]. Ja outro estudo sobre viabilidade
hepatica observou menor perfusdo de sinuséides, maior aderéncia leucocitaria nas
vénulas pods-sinusodide, e maior deterioracdo da funcdo hepéatica em animais

submetidos a morte encefalica[90]. Estudos clinicos observaram que 4 dias apés a
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morte encefélica ha congestdo venosa central extensa e que 15 dias apds pode
ocorrer necrose periportal, além da alteracdo da permeabilidade e integridade da

membrana celular associada a infiltracéo leucocitaria[87, 91, 92].

O pulméo é um 6rgado extremamente suscetivel as alteragcdes hemodinamicas
decorrentes da tempestade autonémica. Com o aumento da resisténcia vascular
periférica, ocorre aumento da reserva capilar pulmonar e do fluxo sanguineo na artéria
pulmonar. Essas alteracbes deterioram a funcdo pulmonar, comprometendo seu
aproveitamento para transplante[93]. Ha& marcada infiltracdo neutrofilica no

parénquima pulmonar e alta concentracéo de IL-8 no lavado broncoalveolar[9].

Estudo experimental murino de morte encefalica seguido de transplante
pulmonar revelou que apds 100 dias de seguimento a microscopia Otica revelava
infiltracdo leucocitaria intersticial, peribronquiolar e perivascular, indicando rejeicao
cronica[24]. Outro estudo com modelo de morte encefalica revelou na microscopia

eletrbnica ruptura total da membrana alvéolo-capilar em todos os animais[2].

Com relacdo ao pancreas, apesar de altos niveis de insulina e peptideo C
serem observados, sua fungéo altera-se pouco na morte encefélica. Modelo animal de
transplante de ilhotas pancreaticas demonstrou que morte encefalica propicia

infiltracdo macrofagica e liberacéo de citocinas[94].

2.2.7 Alteragfes metabolicas

Os eventos hemodindmicos e enddcrinos provocados pela morte encefélica
determinam a alteracdo do metabolismo aerdbico para o anaerébico, com surgimento
de acidose latica. A administracdo de triiodotironina em modelo animal reduziu a

producéo de lactato, indicando potencial reversdo desse metabolismo[15, 79].
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A liberacéo de lipases, proteases e endonucleases com consequente liberacao
de espécies reativas de oxigénio promovem diversas lesfes celulares, com alteragbes
na membrana celular[95, 96]. O uso do antioxidante selénio em outro modelo animal
murino reduziu a liberacdo dessas espécies reativas com diminuicdo da apoptose

celular[97].

2.2.8 Alterac@es inflamatdrias, imunolédgicas e genéticas

O pulmdo é o 6rgdo mais suscetivel a alteragcbes inflamatérias. Com as
alteracdes decorrentes da morte encefélica, ha uma ativacdo imune com liberacéo de

citocinas inflamat6rias e infiltracao tecidual de leucdcitos[98, 99].

A sindrome da resposta inflamatéria envolvida na lesdo pulmonar associada a
morte encefalica ainda ndo é totalmente compreendida. A morte encefalica ocasiona a
elevacao de IL-1, IL-2, IL-3 e (TNF-a) em 6rgéos periféricos. No pulmao, a IL-1 e o
TNF-a sdo citocinas de resposta rapida produzidas pelos macréfagos alveolares
durante a lesdo aguda e ativados pelo fator de necrose kappa-Beta (NF-kB). Essas
citocinas ativam células endoteliais que produzem moléculas de adesdo (molécula 1,
seletina E e seletina P). Elas também mediam a producédo de IL-8, potente ativador
neutrofilico e quimiotatico que leva a lesdo pulmonar aguda através da liberacdo de
enzimas proteoliticas intersticiais e alveolares[100, 101]. Niveis elevados de IL-8 foram
observados no LBA de pacientes de risco para desenvolvimento de sindrome da

angustia respiratdria do adulto (SARA)[2].

Fischer et al observaram que o lavado broncoalveolar de pacientes em morte
encefalica apresentavam alta concentracéo de neutrdfilos, IL-8 e genes relacionados
ao crescimento a (GRO-a), estando relacionado com maior infiltragdo neutrofilica[9].

Aliado aos resultados de outro estudo[102], concluiram que o grau de infiltracdo
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neutrofilica no pulméo é maior que o de pacientes em ventilagdo mecanica sem morte

encefdlica.

Moléculas de adesdo também se encontram elevadas em pacientes em morte
encefélica[94]. A selectina-P, molécula com alta expressdo pés morte encefalica, é
aparentemente responsavel pelos eventos subsequentes. Os leucdcitos aderidos
expressam outras moléculas, como molécula d adeséao intercelular (ICAM) e proteina
de adeséo celular vascular (VCAM), além de citocinas como TNF-a, interferon-y e IL-
6[98]. Estudo demonstrou que TNF-a elevado no miocardio de doador pode ser
considerado um fator preditivo para disfuncdo ventricular direita no receptor com

especificidade de 83,3% e sensibilidade de 87,5%[103].

A expressdo de moléculas com complexo maior de histocompatibilidade | e |l
(MHC) estd aumentada devido o aumento de interferon gama (INF-y). Embora esta
elevacdo nao interfira diretamente no processo de rejeicdo, ha um aumento da
imunogenicidade via processo de reconhecimento leucocitario. O aumento da
expressao de antigenos oriundos da lesdo endotelial inespecifica pode aumentar as

chances de rejeicdo aguda[72].

Barklin et al, por sua vez, ndo observaram alteracdo nos niveis de
intercleucinas no tecido renal, hepatico e cardiaco apdés 360 minutos de morte

encefélica em estudo com grupo controle[104].

O TNF-a é o principal mediador na inflamagao pés morte encefalica. Além de
participar no processo inflamatério, € responsavel pela ativacdo do processo
apoptoético. Modelo murino de morte encefélica observou que hepatécitos dos ratos
tiveram maior indugdo de apoptose mesmo com alta expressdo anti-apoptoética de

NFkB[105]. Outro estudo demonstrou que a inalagdo de monoéxido de carbono

diminuiu a expressédo de TNF-a e IL-6, moléculas de adesé&o e vias pro-apoptéticas,
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melhorando a relagdo PaO,/FiO,, 0 excesso de base e a acidose decorrentes da morte

encefélica[106].

Estudos clinicos apontam para um maior indice de apoptose em 6rgdos doados
de pacientes pés morte encefélica. Estudo realizado em 85 pacientes em morte
encefalica concluiu que a rapida deterioracdo de seus 6rgdos era explicada pela

expressao de caspase 9, uma molécula pré-apoptética[93].

Receptores toll-like (TLR) sdo moléculas do sistema imune inato que
reconhecem moléculas associadas a microorganismos patogénicos como
lipolissacarideos, lipopeptideos e &cidos nucléicos[107, 108]. Ha evidéncias que
mesmo na auséncia de infec¢éo, células lesadas podem ativar esses TLRs[109]. Uma
vez ativados, eles determinam o recrutamento de moléculas de adaptacao: proteina de
resposta primaria de diferenciacdo mieldide (MyD88) e adaptador de inducdo de
interferon-B (TRIF). Essa interacao implica na ativacao da via dependente da MyD88,
resultando na ativacao de fatores de transcricdo como a proteina ativadora 1(AP1) e o
fator nuclear kappa beta (NFkB) e a sintese de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-6,
IFN-y)[110]. Os TLRs 2 e 4 sé@o expressos nos leucdcitos e pneumacitos permitindo-as
gue respondam a tais moléculas, como demonstrado em estudos experimentais de

lesdo de IR[111, 112].

Rostron et al estudaram se a ativacdo do sistema toll-like poderia influenciar
nos mecanismos da lesdo devido a morte encefalica. ApGs dessensibilizar os TLRs
com agonistas de TLR4 (lipopolissacarideos (LPS) derivados da Escherichia coli) e
TLR2/6 (lipoproteina sintética de Mycoplasma) e induzir morte encefélica por
insuflacdo de cateter com baldo, observaram que houve prevencdo da hipotenséo
neurogénica e a da acidose metabdlica, bem como redugdo dos niveis das citocinas
CXCL1 e TNF-a no lavado broncoalveolar. A dessensibilizagdo também reduziu a

expressao da molécula de adesao integrina CD 11b nos neutréfilos. No pulméo, a
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inibicdo de TLR4 inibiu a expressdo de citocinas IFN-y, IFN-B e CXCL10, enquanto

gue a dessensibilizacéo dos TLR 2/6 reduziu apenas a expressao de IFN-y[113].

Andlise de perfil de expressdo génica em pulmdes de doadores em morte
encefalica e doadores somente em parada cardio-respiratéria demonstrou uma maior
ativacdo das vias inflamatérias no grupo em morte encefalica[114]. Outro estudo
envolvendo pacientes em morte encefélica e voluntarios nao identificou maior
expressao de genes relacionados a inflamacao no tecido muscular esquelético, mas

sim uma maior ativagdo de genes pro-apoptose[115].

2.29 Morte encefdlica e ressuscitacdo hormonal em estudos

experimentais

Wigfield et al foram os primeiros a observar que o uso de corticéides poderia
regulador o dano causado pela morte encefélica. Seu estudo (modelo murino)
observou diminuicdo da resisténcia vascular pulmonar, da celularidade e da expressao
de polimorfonucleares CD 11b e 18 no lavado broncoalveolar com a administracao de

metilprednisolona, além de melhorar a troca gasosa no enxerto[28].

A metilprednisolona também foi estudada em modelo porcino de morte
encefélica, onde foi observado que inibe a cascata inflamatéria induzida pela mesma,

melhorando a fung&o ventricular sistélica e diastolica[116, 117].

A eritropoietina, citocina anti-apoptética, anti-inflamatéria e neurotrdfica,
mostrou-se protetora do epitélio respiratério em modelo animal de trauma
cerebral[118, 119]. Em outro estudo, também se mostrou eficaz na diminuicdo da
expressdo de genes inflamatérios e da infiltragdo de polimorfonucleares em rins de

ratos submetidos a morte encefalica[120].
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2.3 Edema pulmonar neurogénico

2.3.1 Definicéo

E uma complicacdo decorrente de um dano neurolégico central. Inicialmente
observado ap6s dano neurolégico ocasionado por convulsdes no inicio do século
passado[93]. Pacientes com doenca cardio-pulmonar estdo mais propensos a
desenvolvé-lo e estd associado com elevacdo da pressao intracraniana e mortalidade

de 60-100%[121].

2.3.2 Epidemiologia

Qualquer dano cerebral pode resultar em edema pulmonar neurogénico. As
principais causas sdo: hemorragia sub-aracndidea, trauma cranio-encefalico, lesao
cervical, trombose cerebral, embolia gasosa cerebral, hemorragia intra-cerebral, tumor
cerebral, status epiléptico, cirurgia craniana, infeccbes do SNC, e esclerose multipla.

[122, 123].

Ocorre em cerca de 1% das vitimas de trauma cranio encefalico, 71% apés

hemorragia cerebral, e cerca de 2% das vitimas de convulsao[121].

s

Hemorragia sub-aracndidea é considerada uma das principais causas de
edema pulmonar neurogénico, podendo ocorrer em até 23%, sendo 6% na forma
grave. Devido a hipdxia, a mortalidade associada é de 10%, e cerca de 90% dos
Obitos por eventos agudos cursam com edema[l24]. Ocorre normalmente entre o
primeiro e o sétimo dias do evento. Os principais fatores de risco para o
desenvolvimento do edema estédo relacionados com a gravidade clinica e radiol6gica
da hemorragia, existindo correlagdo positiva entre a idade do paciente, demora na

intervencao cirdrgica e sobrecarga hidrica[125].
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Ha também associagdo com a gravidade do trauma craniano, onde cerca de
20% dos pacientes com Glasgow menor que 8 desenvolvem edema[126]. A incidéncia

de edema em vitimas fatais de traumatismo craniano isolado é de 32%[127].

As alteragbes pulmonares decorrentes do aumento da pressao intracraniana
sdo importantes na questdo dos potenciais doadores de 6rgdos. Edema pulmonar e
infeccdo pulmonar sdo as principais causas para perda desses 6rgaos, explicando a
utilizacdo de somente 20% dos pulmdes de potenciais pacientes doadores de outros

6rgaos[128].

Ha estimativas de que ocorra em cerca de um terco dos pacientes com
epilepsia em estado pos-ictal[129]. Outras estimativas vao mais além, afirmando ser

esta a causa mais frequente de edema pulmonar neurogénico[130].

2.3.3 Modelos experimentais

Cameron e De foram os pioneiros ha utilizacdo de modelos experimentais para
estudar o edema pulmonar neurogénico e possiveis formas de tratamento[19]. Esses
modelos podem ser especificos, quando estimuladas ou danificadas determinadas
areas do cérebro, ou inespecificos, quando se provoca uma lesdo extensa ou total do

parénquima cerebral[131, 132].

O dano macico pode ser provocado através da injecdo intra-tecal de uma
substancia irritativa. As principais substancias sdo trombina, fibrinogénio, veratrina
(neurotoxina herbacea ativadora de canais de sddio), albumina, sangue autélogo,
acotinina (neurotoxina utilizada em modelos de arritmia cardiaca)[21, 25, 124]. A
injecdo de albumina ou sangue autdlogo em modelo de hemorragia sub-aracnoidea

demonstrou ndo haver relagdo entre o aumento da permeabilidade capilar e a
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velocidade da infusdo[124]. Também h& modelos de indugdo de convulsbes por
administracdo de bicuculina, um antagonista do receptor GABAA[133]. Modelos de
trauma cerebral contuso ou concussao cerebral também foram estabelecidos[134,

135]. Outro modelo utilizado € o de insuflagdo intra-craniana de cateter com bal&o.

Modelo de lesdo sub-macica pouco utilizado é através do aumento gradual da
pressao intra-craniana por infusdo controlada de liquido céfalo-raquidiano diretamente

na cisterna magna[136].

Mais recentemente, modelos de trauma medular por insuflagdo de cateter no
espaco epidural da coluna toracica de ratos foram estabelecidos para o estudo do

edema pulmonar neurogénico associado ao trauma raquimedular[137, 138].

Através desses modelos foi possivel estabelecer o mecanismo hemodinamico

e o inflamatdrio como mecanismos responsaveis pelo edema pulmonar neurogénico.

2.3.4 Fisiopatologia

N&o esta totalmente esclarecida e muito ainda se discute. Acredita-se que se
deva a um aumento da pressao hidrostatica ocasionada pela liberacdo excessiva de
catecolaminas ou mesmo pelo aumento da permeabilidade capilar ocasionada pelas

mesmas[139]. As duas situa¢cdes podem também se somar.

Anatomicamente, as areas cerebrais gatilho para o desencadeamento do
edema pulmonar neurogénico sédo o hipotalamo e o bulbo. No bulbo, existem duas
areas mais implicadas: uma ventral (grupo de neurbnios catecolaminérgicos Al) e
outra dorsal (nucleo reticulado medial, nicleo motor dorsal do vago, e nlcleo do trato
solitario). No hipotdlamo, a regido posterior € grande responsavel pela ativacdo

simpatica por isquemia e hemorragia[140].
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2.3.5 Mecanismo hemodinamico

O edema se inicia com a vasoconstricdo pulmonar decorrente das
catecolaminas liberadas ap6s a lesdo cerebral. Com o aumento da pressao
hidrostéatica, segue-se aumento da permeabilidade capilar que se perpetua mesmo
apos o esgotamento das reserva adrenérgicas, indicando que de alguma forma ha

outros mediadores responséaveis, possivelmente inflamatorios[141].

A teoria da leséo por exploséo proposta por Theodore e Robin em 1975 explica
0 mecanismo hemodinamico do edema pulmonar neurogénico. Nessa teoria, 0 sangue
seria direcionado de um sistema de alta resisténcia (sistémico) para um sistema de

baixa resisténcia (pulmonar)[142].

A liberacdo exacerbada de catecolaminas causa uma vasoconstricdo venosa e
arterial sistémica e pulmonar subita e transitdria, elevando a presséo hidrostatica nos
capilares pulmonares, que sao lesados favorecendo a passagem de liquido para os
alvéolos. Este evento ocorre quando a pressao hidrostatica atinge 40mmHg. Apos o
dano epitelial capilar, advém lesdo na membrana basal desses capilares e
subsequente lesdo no epitélio alveolar, com extravasamento de hemacias e proteinas

para o espaco alveolar[143].

Essas alteragbes aumentam o trabalho cardiaco e ocasiona depressdo
miocérdica, aumentando o risco de edema pulmonar. Pacientes com baixa reserva
cardiaca apresentam maior risco para desenvolver edema, a arritmias graves e até

mesmo paradas cardiorrespiratorias sao descritas[15, 144].

Normalmente os pulmdes, atrio e ventriculo esquerdos possuem cerca de 24%
da volemia corporal, mas pode chegar a 72% em fungéo das alteracdes decorrentes
da morte encefélica. Essas alteracdes elevam a pressdo no atrio esquerdo acima da

pressao arterial pulmonar, que associado ao aumento do fluxo sanguineo pulmonar
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resultam em ruptura dos capilares pulmonares e hemorragia intersticial septal[12]. A
aumento da pressdo capilar pulmonar também se deve a vasoconstricio venosa

pulmonar[145].

Para Avlonitis et al, a teoria da explosdo explicaria a existéncia de 2
mecanismos no edema pulmonar: a alta permeabilidade e a hidrostatica. O grau de
hipertenséo capilar determinar4 se as forcas de Starling direcionardo o fluxo pelo
endotélio ou se a lesdo das paredes capilares permitira a passagem de agua ou
mesmo de hemacias para o0 espaco alveolar ou intersticio. No entanto, essa teoria néo
exclui a existéncia de um segundo mecanismo onde a acdo adrenérgica agiria

diretamente alterando a permeabilidade capilar[93].

As alteracbes hemodinamicas decorrentes da tempestade simpatica podem ser
inibidas pelo bloqueio a-adrenérgico, seccao da medula espinhal, seccao dos nervos
esplacnicos, e bloqueio raguimedular. No entanto ndo sao inibidos pela
adrenalectomia ou por B-blogueadores. Esses achados indicam que a noradrenalina

liberada tem origem no neurdnio simpatico distal, e ndo na adrenal[132, 146].

A noradrenalina e o peptideo Y sdo neurotransmissores localizados em
vesiculas na extremidade distal do neurbnio simpatico, sendo liberadas apés dano
cerebral. Ambos sdo potentes vasoconstritores associados ao aumento da

permeabilidade capilar pulmonar[2, 147, 148].

A lesdo endotelial ocasiona a liberagcéo de endotelina-1, potente vasoconstritor.
Modelo de edema pulmonar neurogénico verificou que had um aumento tempo-
dependente dos niveis de endotelina-1 no lavado broncoalveolar. O pré-tratamento
com inibidor da enzima conversora de endotelina-1 protege o pulmao diminuindo a

concentracdo desse constritor no lavado[133].
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Outro estudo demonstrou que instilacdo intra-traqueal de endotelina-1 aumenta
em até 22 vezes a permeabilidade vascular pulmonar ocasionando edema pulmonar.
No entanto, a administracdo endovenosa ndo surtiu o mesmo efeito. J& o pré-
tratamento com antagonista seletivo de endotelina impediu o aumento da

permeabilidade pulmonar e o edema[149].

O oOxido nitrico parece ter um efeito protetor no edema pulmonar neurogénico.
Em modelos de trauma cerebral direto ou trauma medular, observou-se que a
administracdo de inibidores de 6xido nitrico ocasionam elevacdo da permeabilidade
capilar favorecendo o edema. Além disso, a administracdo de L-arginina, precursor do
oxido nitrico, diminui o risco de edema, reforcando a tese do 6xido nitrico como

protetor do pulmé&o quanto ao edema pulmonar neurogénico[150-152].

2.3.6 Mecanismo inflamatorio

Concomitantemente aos eventos hemodinamicos pds morte encefalica ocorrem
eventos inflamatoérios sistémicos. Essa resposta inflamatéria sistémica tem sido
associada com citocinas cerebrais. No entanto, ha muitas discussbes sobre o real
papel dessas citocinas, e se a resposta inflamatoria se deve a fatores centrais ou

periféricos[132].

Leséo cerebral grave ocasiona liberacdo pelos astrécitos e células microgliais
de citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-6[153]. Essas citocinas atravessam a barreira
hemato-encefélica e atingem tecidos e 6rgaos periféricos[154], resultando na
expressao de IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a e INF-y em Orgdos periféricos, como o

pulm&o[67].
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Apés a lesdo cerebral, os macrofagos alveolares produzem IL-1 e TNF-q,
envolvidas na génese da lesdo pulmonar aguda[72]. Essas citocinas estimulam células
endoteliais a expressar moléculas de adesdo como ICAM-1, selectina-P e selectina-E,
e de IL-8 na membrana alvéolo-capilar. Sendo a IL-8 um potente ativador de
neutrofilos, estes ligam-se as células endoteliais migrando para o intersticio e espacgos
alveolares, ocasionando liberacdo de espécies reativas de oxigénio, enzimas
proteoliticas e outras citocinas[100]. Sabe-se que niveis elevados de IL-8 no lavado
broncoalveolar estdo associados com sindrome da angustia respiratéria aguda[101],
morte encefdlica[9], disfuncdo aguda do enxerto e mortalidade precoce do

receptor[10].

Uma marcada liberacdo de interleucina-1p (IL-1B) foi detectada através de
microdialise cerebral em modelo de trauma craniano em ratos[155]. Modelos de dano
cerebral por impacto cortical controlado induziram a expressao de substancia P e
neurocinina A no cértex frontal[156]. Tais peptideos provocam broncoconstricdo e
edema na mucosa brénquica, além de aumento da permeabilidade capilar pulmonar,

edema pulmonar e ativacdo leucocitaria[157].

Em modelo porcino de morte encefalica, ndo foi observada diferenca nos
parametros ecocardiograficos entre os grupos controle e morte encefélica, sugerindo
gue o edema pulmonar néo seria consequéncia da disfungéo cardiaca. Este mesmo
estudo verificou que o nivel de neuropeptideo Y no lavado broncoalveolar sugere uma
acdo local, e ndo uma acgéo vasoconstritora sisttmica. Como os niveis de PaO,
observados no grupo morte encefalica foram normais, os autores sugerem que o local
de acdo deste neuropeptideo seria em nivel pos-capilar, e ndo diretamente no

endotélio[139].
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Outras evidéncias da importancia do mecanismo inflamatério na génese do
edema pulmonar neurogénico sdo estudos clinicos e experimentais demonstrando os

beneficios do uso de anti-inflamatorios e corticoides[25, 26, 28].

2.3.7 Interacdo entre 0s mecanismos simpéatico, hemodindmico e

inflamatorio

Segundo Avlonitis, os mecanismos desencadeadores do edema pulmonar
neurogénico e a lesdo pulmonar aguda estao relacionados. A tempestade simpéatica
pode gerar o edema pulmonar neurogénico por acdo simpatica direta na
permeabilidade capilar pulmonar ou pelos efeitos hemodindmicos. Ao mesmo tempo, a
morte encefalica também desencadearia uma resposta inflamatéria como resultado da

isquemia cerebral ou dos efeitos hemodindmicos da tempestade simpatica[93].

As citocinas liberadas apoés lesdo cerebral sdo muito provavelmente as grandes
responsaveis pela ativagdo inflamatdria nos 6rgéos periféricos. Estudo experimental
gue realizou circulacédo cruzada entre ratos controle e com morte encefalica induzida
subitamente verificou um aumento dos niveis de moléculas inflamatorias linfocitarias e

leucocitarias[67].

Isquemia cerebral focal ou global provoca a liberacdo de IL-18 e TNF-a no
cérebro[158]. Essas citocinas induzem a producédo de IL-6. Pacientes em unidade de
terapia intensiva por trauma craniano tiveram coletas sanguineas da veia jugular com
niveis de IL-6 maiores que no sangue arterial[159]. Esses achados reforcam a teoria
da liberag&o cerebral de IL-6, sendo esta uma citocina encontrada em niveis elevados
no lavado broncoalveolar de pacientes com sindrome da angustia respiratéria[160,

161].



34

Outro estudo clinico verificou que pacientes vitimas de acidente vascular
cerebral tinham expressdo aumentada de IL-18, IL-8, IL-17 nas células mononucleares
periféricas, concluindo que isquemia cerebral estimula leucdcitos periféricos a produzir

citocinas inflamatérias[161].

A tempestade simpética pode ativar a resposta inflamatéria tanto pela ativacéo
endotelial quanto pela isquemia de érgaos periféricos. Administracdo de antagonistas
das selectinas-P e E inibiu a expressao de citocinas na periferia em modelo murino de
morte encefalica[86].percebe-se que ha associacdo entre ativacdo endotelial e a
cascata inflamatéria, mas esses achados ndo elucidam a etiologia da ativacéo
endotelial. Avlonitis sugere que as alteracdes hemodinamicas oriundas da tempestade
simpatica ativa células endoteliais que produzem espécies reativas de oxigénio, ativam

receptores NF-kB e aumentam a expressao de moléculas de adeséao e citocinas[93].

Outro modelo experimental de trauma cerebral direto verificou que os niveis de
espécies reativas de oxigénio pulmonares sé era diferente apés 24 horas do

evento[162].

2.3.8 Alteracdes morfoldgicas

Modelo de trauma cerebral verificou por microscopia eletrbnica que o dano
celular ja apresentasse 2 horas apés a lesdo cerebral, piorando nas 24 horas
seguintes. Ndo se observaram altera¢des na ultra-estrutura do pneumdcito tipo | e na
membrana alvéolo-capilar. Ao contrario, o pneumdcito tipo Il apresentou intenso
edema intracelular, representado pela dilatagdo do complexo de Golgi e do reticulo

endoplasmatico liso e edema mitocondrial[162].
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2.3.9 Tratamento

Com tratamento adequado, o edema pulmonar neurogénico pode ser revertido
em até 48-72 horas, podendo ser direcionado para a causa do dano cerebral, como

craniotomia descompressiva ou controle das convulsdes[122].

A escolha do regime de ventilacdo deve ser feita baseado no nivel de
consciéncia de paciente e da gravidade do caso, podendo ser ndo invasiva, com
intubacéo, sedacéo e uso de PEEP. PEEP menores que 15cmH,0 sdo preconizados
por ndo impedir a perfusdo cerebral[163]. Hipercapnia permissiva e ventilacdo em
prona devem ser utilizadas com cautela sempre mantendo a pressao intracraniana

normal[164, 165].

Com relacdo aos eventos hemodindmicos, os esforcos devem objetivar a
diminuicdo da pré e da pds-carga bem como o restabelecimento da contratibilidade
miocardica, ndo devendo-se administrar vasodilatadores cerebrais. O uso de esmolol
como anti-hipertensivo na tempestade simpética aumentou a probabilidade de sucesso
no transplante cardiaco em estudo de coorte[166]. No entanto, o uso de B-
bloqueadores deve ser proscrito em pacientes com evidéncias de insuficiéncia
cardiaca pés-tempestade simpética[132]. Estudo retrospectivo verificou que o uso de
dobutamina reverteu a depressao miocardica, diminui a elevacdo da presséo arterial
pulmonar e aumentou a razdo PaO,/FiO, apds 6 horas do inicio da infusdo, néo
comprometendo a perfusdo cerebral[167]. Estudos experimentais sugerem que 0 uso
de adrenalina e noradrenalina ndo agrava o edema pulmonar neurogénico, nao
aumentando a permeabilidade vascular pulmonar apesar do aumento na pressao
capilar[168]. Outro estudo experimental verificou que a adrenalina produzida na
adrenal aumenta o clearance de liquido alveolar estimulando o transporte de sodio,
sugerindo participacdo da adrenalina enddégena na resolugdo do quadro de edema

pulmonar neurogénico[169]. Diuréticos podem ser utilizados desde que se mantenha a
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pressdo arterial e a pressdo de perfusdo cerebral adequadas. Estudo recente
demonstrou que balanco hidrico positivo em doadores de maltiplos 6rgdos ndo diminui
o risco de disfuncdo precoce ou tardia em enxertos renais. Sendo assim, restricdo
hidrica que mantenha uma pressdo venosa central menor que 6mmHg seria uma

estratégia para diminuir o risco de edema pulmonar neurogénico[169].

Lidocaina intratecal em ratos submetidos a morte encefélica inibiu o colapso
cardiovascular e diminuiu as areas de edema pulmonar quando comparado com grupo

controle[71].

Modelo experimental de hemorragia subaracnéidea em camundongos verificou
gue a inibicdo da caspase-1 evitou a apoptose celular pulmonar e o edema pulmonar

neurogénico[170].

O objetivo principal do manejo neurolégico deve ser o de diminuir a hipertenséo
craniana com manutencdo da perfusdo cerebral. Manitol e solucdo hiperténica séo
geralmente usadas nessas situacdes. Infusdo salina 5% ou 7,5% mostrou-se melhor
gue manitol para diminuir os edemas cerebral e pulmonar em modelo de infarto

cerebral extenso por ocluséo de carétida[171].

2.4 Corticdides no transplante pulmonar

2.4.1 Mecanismo de agéo

Os corticoides apresentam mecanismo de agéo inespecifico. S&o rapidamente
absorvidos, com pico de concentragdo entre 1 e 3 horas, biodisponibilidade de 80%, e
tempo de meia vida de 1 a 3 horas. Sua metabolizag&o € no figado, onde a prednisona
€ convertida a prednisolona. Os efeitos clinicos como antiinflamatério e

imunossupressor sdo bem estabelecidos, mas o0s mecanismos indefinidos. Em
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condic¢des fisiologicas, os corticoides participam na maturacao intratimica dos linfocitos
T e na expressdo do MHC, mas em condi¢Bes suprafisiologicas inibem a proliferacao
celular de linfécitos T, a imunidade dependente de célula T e a transcrigdo génica para
citocinas, incluindo IL-1, IL-2, IL-6, INF-y e TNF-a[172, 173]. O complexo
heterodimérico formado pela associacdo dos corticoides com seus receptores
intracelulares interfere em uma regido regulatéria especifica do DNA, interferindo com
a sintese ou ligacdo de fatores de transcricdo (NFkBE, AP-1, AMPc), na regiao
promotora dos genes que codificam para as principais interleucinas proé-
inflamatorias[172, 174]. Embora nenhum esquema imunossupressor exclua o
corticéide, ele causa bloqueio inespecifico de outros genes, resultando em reducgéo do
crescimento ponderal, doenca cardiovascular com hipertensao arterial, hiperlipidemia,
obesidade, intolerancia a glicose, catarata, necrose asséptica de cabeca de fémur e

perda 6ssea acentuada[175].

2.4.2 Administracdo e estudos clinicos

Nos primeiros transplantes, a dose de corticéide (metilprednisolona)
inicialmente utilizada em associacdo com a azatioprina se situava entre 2 e 20
mg/kg/dia nas primeiras semanas, com reducao progressiva, alcancando entre 0,2 e
0,3 mg/kg/dia apds os primeiros 6 meses. A dose de manutencao atualmente utilizada
€ inferior a 10mg, sendo considerada a administragdo em dias alternados,
especialmente em criangas[176]. Entretanto, mesmo a administracdo Unica matinal
diaria é incoerente com a curta meia vida do corticéide, sendo justificada por ser mais

apropriada ao seu ritmo circadiano de metabolismo[177].

Os corticoides, especialmente metilprednisolona na dose de 15mg/Kg, sao

recomendados por diversos estudos na manutengcdo de o6rgdos doadores,



38

principalmente coracédo e pulm&o. Como exposto acima, durante a morte encefélica ha
liberacdo de diversas citocinas lesivas aos 6rgdos doadores (TNF-a, IL-1, IL-6).
Pulméo e coracdo sdo provavelmente os érgados mais afetados por essas alteragdes,
com consequente contusdo pulmonar e edema neurogénico[46]. Outros estudos
mostram aumento da infiltracdo neutrofiica e dos niveis de IL-8 no lavado
broncoalveolar de pulmbes de doadores em morte encefdlica, podendo se associar
com uma maior incidéncia de disfuncéo primaria do enxerto e mortalidade precoce do
receptor[47, 48]. A administracdo de corticoides logo apds o estabelecimento de morte
encefélica poderia inibir a liberacdo de citocinas inflamatorias, estabilizar membranas
celulares, reduzir a expressao de moléculas de adesao, e interferir na peroxidagcéo
lipidica pos-isquemia, podendo aumentar o numero de O6rgdos viaveis para

transplante[46].

Selck et al observaram que a administracdo de esteroides, e ndo a de

horménios tiredideos, poderia elevar o nimero de érgaos viaveis[178].

Nicolas-Robin et al demonstraram que uso de hidrocortisona em pacientes em
morte encefélica com necessidade de vasopressor reduziu em até 30% a dose deste
180 minutos apdés sua administracdo[45]. 87% destes pacientes apresentavam
insuficiéncia adrenal, e a resposta a hidrocortisona foi maior nos ndo-responsivos ao

teste de ACTH.

Foi demonstrado que metilprednisolona melhora a fungdo pulmonar e a
condicdo geral do oOrgdo doador. Na morte encefélica, os corticOides atuam de
diversas maneiras: diminuem a liberagéo de radicais livres e mediadores inflamatérios

(TNF e interleucinas), e inibem a ativacéo de neutrofilos[37].
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2.4.3 Estudos experimentais

Inibicho de NO sintetase em modelo experimental murino de transplante
pulmonar resultou na prevencao de rejeicdo aguda do enxerto[179]. Estudos in vitro
demonstraram que uso de esteroides em células gliais diminuem a liberacdo de
mediadores inflamatdérios e inibem a producéo de NO sintetase, prevenindo a cascata

de reacOes inflamatérias e protegendo as células contra insulto isquémico[180].

O uso de dexametasona em modelo de oclusdo de artéria cerebral média de

ratos reduziu a expressao de TNF-a e a cascata inflamatéria[181].

Recentemente nosso grupo conduziu um estudo experimental administrando
metilprednisolona em modelo murino de morte encefdlica em dois momentos.
Demonstramos que os efeitos anti-inflamatérios no tecido pulmonar da administracéo

de corticoide 5 e 60 minutos apds o evento foram similares[30].
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3. JUSTIFICATIVA

7

O transplante pulmonar é a Ultima opcdo terapéutica para pacientes com
doenca pulmonar em estagio terminal. A maioria dos potenciais doadores de pulméao
encontra-se em morte encefélica, e cerca de somente 20% dos pulmdes séo viaveis
para transplante. O numero de doadores ndo tem acompanhado o numero de
pacientes em lista de espera, dificultando o sucesso dos programas de transplante
pulmonar. Além disso, a lesdo pulmonar aguda é outro fator limitante, aumentando o
tempo de internagcdo em UTI e predispondo a bronquiolite obliterante, principal causa

de rejeicao cronica.

Diversos estudos experimentais e clinicos indicam que a intervencao
farmacoldgica com corticoides pode reduzir os eventos inflamatérios ocasionados pela

morte encefalica nos pulmdes dos doadores, otimizando a viabilidade de érgaos.

Recentemente nosso grupo mostrou que tanto a administragdo precoce quanto
a tardia de metilprednisolona em modelo de morte encefalica reduziu a producdo de

TNF-a em ratos doadores com efeitos semelhantes.

Os resultados de um estudo experimental comprovando que a corticoterapia
em doadores em morte encefalica pode reduzir a atividade inflamatéria de pulmdes
transplantados permite que esta estratégia terapéutica possa ser analisada em
estudos clinicos, visando melhorar os resultados pos transplante através da reducao

da lesdo de reperfuséao.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar as alteracdes na atividade inflamatéria decorrentes do uso de
metilprednisolona intravenosa em pulmdes transplantados quando administrada 60

minutos apds a morte encefélica em ratos doadores.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia do tratamento com metilprednisolona intravenosa
sobre o estresse oxidativo em pulmdfes transplantados a partir de ratos doadores em

morte encefalica.

Analisar a influéncia do tratamento com metilprednisolona intravenosa
na expressao de citocinas em pulmdes transplantados a partir de ratos doadores em

morte encefalica.
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6. ARTIGO

Effect of the systemic administration of methylprednisolone on the lungs of

brain-dead donor rats undergoing pulmonary transplantation

INTRODUCTION: Lung transplantation is the only therapeutic option for a subset of
patients with end-stage lung disease. Most lung transplantations are performed using
brain-dead donors, a condition that compromises the success of the procedure. The
physiopathology of brain death is complex and involves haemodynamics, the
sympathetic nervous system and inflammatory mechanisms. Administering
methylprednisolone 60 minutes after inducing brain death in rats has been shown to
modulate pulmonary inflammatory activity. OBJECTIVE: To evaluate the effects of
methylprednisolone on transplanted rat lungs from donors treated 60 minutes after
brain death. METHODS: Twelve Wistar rats were anaesthetised and randomly
assigned to 1 of 2 groups (n=6): a control group that underwent the induction of brain
death and the administration of saline solution and a methylprednisolone (MET) group
that underwent the induction of brain death and the administration of
methylprednisolone after 60 minutes. All of the animals were observed and ventilated
for 120 minutes and then submitted to lung transplantation. We evaluated
haemodynamic and blood gas parameters, the histologic score, the lung tissue
determination of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), the level of
superoxide dismutase (SOD), the level of TNF-a and the level of interleukin-1B (IL-1pB).
RESULTS: There was a significant reduction in the levels of TNF-a and IL-1B in the
group that received methylprednisolone (p=0.0084 and p=0.0155, respectively). There
were no significant differences in TBARS and SOD between the control and MET
groups (p=0.2644 and p=0.7461, respectively). There were no significant differences in
the blood gas parameters, the haemodynamic parameters and the histologic alterations
between the control and MET groups. CONCLUSION: The administration of
methylprednisolone after brain death in donor rats reduces inflammatory activity in

transplanted lungs but has no influence on oxidative stress.



INTRODUCTION

The availability of donor organs remains a challenge faced by
transplantation programs worldwide. This issue is a particular problem for lung
transplantation, which serves as the ultimate option for patients with end-stage
pulmonary disease. Approximately 5-20% of donors elected for organ retrieval have
lungs that are considered viable for lung transplant. However, there have been an

increasing number of patients enrolled on waiting lists[1-4].

Brain-dead donors still represent the main source of organs for
transplantation. It is well known that brain death compromises the viability of
transplanted solid organs. Brain death affects lung donor viability through
sympathetic, haemodynamic and inflammatory mechanisms that lead to adrenergic
storm and neurogenic pulmonary oedemal5, 6]. In addition, these lungs are at risk
for acute lung injury secondary to trauma, prolonged mechanical ventilation,

transfusion, ischemia, aspiration and infection[5, 7].

Currently, increasing evidence suggests that organ grafts are not
immunologically inert. Donor risk factors, such as previous disease, age, the cause
of death, donor management and, most importantly, brain death, reprogram the
graft into an immunologically active organ[7, 8]. Some approaches that aim to treat
potential brain-dead donors may reduce the immune activation and improve the

condition of the lung to be transplanted[9].
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The administration of systemic corticosteroids to brain-dead donors is known to

be beneficial mostly because it modulates the systemic inflammatory response caused

by brain death[10]. This modulation improves graft viability by reducing both the

release of pro-inflammatory molecules and the production of leukocyte adhesion

molecules, thereby increasing the alveolar fluid clearance[10, 11]. However, the

optimal timing for the administration of corticosteroids during brain death remains
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unknown. Previously, we showed that the administration of methylprednisolone at 5
min and 60 min in a model system of brain-death similarly reduced the levels of TNF-
a[12]. In the present study, we hypothesise that the transplanted lungs from donors
treated with methylprednisolone after 60 minutes of brain death would exhibit less

inflammatory activity than those of donors without any treatment.

Material and methods

The Ethical and Research Committee of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre approved the protocols used in this study. All of the animals received
humane care that was in compliance with the Principles of Laboratory Animal Care
formulated by the National Society for Medical Research and the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal Resources,

published by the National Institutes of Health, Publication No. 86-23, revised 1996).

Surgical Procedure

Twelve male rats, weighing 300-400 g each, underwent general anaesthesia
induced with an intraperitoneal injection of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (15
mg/kg). Anaesthesia was followed by a tracheostomy using an indwelling 14-gauge
cannula (Abbocath® #14; Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, EUA) and
ventilation at a rate of 70-80 breaths/min with a tidal volume of 10 ml/kg of inspired
room air (Harvard Rodent Ventilator, model 683; Harvard Apparatus Co., Millis,
MA). The right carotid artery was dissected and cannulated using a 24-gauge
cannula (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) to record the mean arterial
pressure (MAP) and heart rate (HR) (Sirecust 730 Siemens, Solna, Sweden). The
right jugular vein was also dissected and cannulated in the same fashion. Normal

saline was used to flush the lines, with a total volume of 5 ml/kg/hour in all of the



animals, and a warmed surgical table was used to maintain the body temperature at

37°C during the procedure.

After 2 hours of brain-death, the donor rat lungs were submitted to an
antegrade flush via the pulmonary artery with 20 mL of cold (4°C) low potassium
dextran solution (LPD-Perfadex® [Vitrolife, Géteborg, Sweden]) at a pressure of 20
cmH,0, as described elsewhere[13]. The heart-lung block was extracted with the
lungs inflated at the end-tidal volume. The left lung graft was isolated, prepared and

stored in LPD at 4°C for 90 minutes.

Twelve recipients were anaesthetised, intubated (14-gauge catheter) and
ventilated. Then, they underwent a left thoracotomy, and the pulmonary vessels and
left bronchus were anastomosed using a standard cuff technique[13]. The arterial
clamps were released approximately 3 hours after harvest. The recipient animals
were observed for 2 hours. At the end of the observation period, the pulmonary
hilum was clamped, and the lower half of the lung was immediately snap frozen in
liquid nitrogen and stored at —80°C. The upper half of the lung was embedded in

10% formaldehyde for histopathology.

Induction of Brain Death

The brain death model used here has previously been described in detail[14,
15]. Briefly, a frontolateral trepanation (1x1 mm with a dental drill) was performed,
and a 14G Fogarty balloon catheter (Baxter Health Care Corp., Irvine, CA, USA)
was introduced into the extradural space with the tip pointed caudally. The balloon
was inflated with 0.75 ml of water for 1 minute, producing a sudden rise in
intracranial pressure, which resulted in a rapidly progressive brain injury leading to

immediate brain death. A sharp rise and then a subsequent drop of blood pressure
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and heart rate defined the initiation of brain death. The presence of brain death was

confirmed by the absence of corneal reflexes and by the apnoea test.

Study groups

After the initial procedures, the animals were randomly assigned to 2 brain-
dead donor groups: the controls (h=6) and the corticosteroids (n=6). In the control
group (CONTROL), an IV bolus of 0.9% saline solution (0.3 ml) was administered
60 minutes after the induction of brain death. In the corticosteroid group (MET), an
IV bolus of methylprednisolone (30 mg/kg) diluted in 0.2 ml of normal saline was
administered 60 minutes after the induction of brain death. The timing and dose of

methylprednisolone was based on a previous study[12].

Sampling

All of the donor and recipient animals were monitored for 120 minutes and
submitted to the same ventilation procedures. Arterial blood samples were drawn at
the time of insertion of the arterial line (basal) and at 60 and 120 minutes in the
donor groups. In the recipients group, the samples were drawn at 5 minutes and

120 minutes after transplantation for blood gas analysis.

The lower half of the left lung was snap frozen in liquid nitrogen and stored
at —80°C for analyses of the lipid peroxidation and superoxide dismutase (SOD)

activity and for the protein quantification of TNF-a and IL-1B[16].
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Pulmonary TNF-a and IL-13 assay

After the samples were thawed, a 96-well plate was coated with monoclonal
antibody to TNF-a and IL-1B. The wells were filled with either 100 ul of
homogenised lung (dilution 1:2), 100 ul of positive or negative controls or 100 pl of
recombinant TNF-a or IL-1B at concentrations established by the manufacturer
(Creative Biomart, New York). Then, 100 ul of polyclonal anti-TNF-a and anti-IL-13
conjugated with peroxidase was added to the wells for incubation for 3 hours at
room temperature. Following the incubation, the plate was washed four times with
detergent solution. The colour change was then induced by adding hydrogen
peroxide (0.02%) and tetramethylbenzene (2%). The reaction was interrupted 30
minutes later using sulphuric acid (1 M). The colour intensity was measured via the
optic density in an ELISA automatic reader (Titertek Multiskan®) at a wavelength of
450 nm. The TNF-a and IL-1B concentrations in the homogenised lung samples

were calculated from the results of a standard curve.

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) determination

The products generated by lipid peroxidation were quantified using the
TBARS reaction and 3 mg of protein per sample. The samples were incubated at
90°C for 30 minutes and then 500 pL of 0.37% thiobarbituric acid and 15%
trichloroacetic acid were added to the samples, and they were centrifuged at 4°C at
2000 x G for 15 minutes. The absorbance was determined using spectrophotometry

at 535 nm[17].
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Superoxide Dismutase (SOD)

The activity of SOD was determined using the pulse radiolytic method based

on the auto-oxidation of epinephrine, as described by Misra and Fridovich[18].

Histology

The fragment of lung fixed in formalin was embedded in paraffin, cut into
3mm sections and stained with haematoxylin and eosin. A pathologist blinded to the
experimental protocol performed a quantitative examination under light microscopy.
Each lung sample was examined under both low and high power fields, and 20
fields were randomly selected and analysed. The severity of the histological lesions
was assessed using a five parameter score that included intra-alveolar oedema,
hyaline membrane formation, haemorrhage, focal alveolar collapse or consolidation,
and epithelial desquamation or the necrosis of airways or alveoli. Each parameter
was evaluated semi-quantitatively according to the following scale: 0 = absent, 1 =
mild, 2 = moderate, and 3 = prominent. For each animal, the scored value of each

parameter was added to produce a final score[19].

Statistical Analysis

All of the data collected from the experiments were coded, recorded, and
analysed using SPSS 16.0 for Windows (Chicago, IL, USA). To analyse the
differences in the demographic variables over time in each group, the Wilcoxon
nonparametric test was used. To analyse the differences in the demographic
variables between groups, the Mann-Whitney U nonparametric test was used. For
each test, the data are expressed as the median +/- interquartile range (IR), and

p<0.05 was accepted as statistically significant. For the cytokine, TBARS, SOD

62



and histology analyses, Student’s t-test was used, the data are expressed as

the mean value +/- standard error (SE), and p<0.05 was accepted as statistically

significant.

Results

There were no differences between the two groups regarding the procedure
time, the blood gas measurements and the mean arterial pressure. In the donor
rats, the mean arterial pressure dropped significantly in both groups after the
induction of brain death (p<0.05) (table 1). There were no differences between the

two groups in the MAP and the blood gases analyses after transplantation (table 2).

There were no significant differences in the TBARS and SOD assays
between the MET and CONTROL groups (p=0.2644 and p=0.7461, respectively)
(figures 1 and 2). The TNF-a and IL-1f tecidual concentrations were significantly

lower in the MET group (p=0.0084 and p=0.0155, respectively) (figures 3 and 4).

The severity of the histological damage, as measured by the histology score
(HIS), was similar in the CONTROL group compared with the MET group (figure 5).

The predominant finding was mild focal alveolar collapse and congestion.

Discussion

The early survival rates after lung transplantation have improved[1].
However, long-term survival remains challenging[2, 4]. Immunologic events are
considered to be key players in this scenario, and these events may be aggravated
by the alterations triggered by brain death[20]. The intensive care of potential

donors may reflect the outcome after transplantation. The administration of

63



methylprednisolone has been suggested as beneficial to promote organ

maintenance in brain-dead donors[21].

At present, the use of corticosteroids in potential donors remains
controversial. There is consensus regarding neither the time of the first
administration nor the ideal dose for an adequate anti-inflammatory effect[22, 23].
Several studies have shown that resuscitative hormonal protocols are promising,
but no standard protocols have been accepted to date regarding lung retrieval[22-
25]. The use of corticosteroids in brain-dead donors is justified by two potential
beneficial effects: a reduction of the inflammatory response and a replacement of
the blood hormonal levels. Faropoulos et al observed in a baboon model that
cortisol levels are reduced 15-45 minutes after the induction of brain death and had

almost disappeared after approximately 4 hours[26].

In our previous study, we found that both early (5 min) and late (60 min)
administrations of methylprednisolone similarly reduced TNF-a after 2 hours of
brain death. In the present study, we used methylprednisolone administered after
60 minutes of brain death to simulate the clinical scenario, in which the prompt
diagnosis of brain death is usually delayed. We retrieved donor lungs after two
hours of brain death, under the assumption that there was no harmful impact on
lung function until 5 hours of brain death[27]. However, other studies have shown
that at least 6 hours is the minimum duration of brain death necessary for the

analysis of inflammatory mediators[28].

TNF-a is the main inflammatory mediator after brain death. In addition to its
direct participation in the inflammatory process, it is responsible for apoptotic
activation[29]. Zhou HC et al showed that carbon monoxide inhalation reduced the
expression of the TNF-a, IL-6, adhesion molecules and pro-apoptotic pathways,

improving PaO./FiO,, and base excess and acidosis generated by brain-death[30].
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Our study showed that the administration of a corticosteroid 1 hour after brain death
can reduce the concentration of TNF-a even after lung transplantation, proving its

benefit in this scenario.

Several studies have measured IL-1f3 levels in acute lung injury[31-33],
brain death models[34] and lung transplantation models[35]. High levels of IL-13
are associated with acute lung injury and rejection[31-33]. In our study, we
observed a significant decrease of IL-1B in the transplanted lungs of brain-dead
donors treated with methylprednisolone, reflecting a potential protective anti-
inflammatory effect after lung reperfusion that would consequently reduce the

ischemia-reperfusion injury.

Cytokines released after brain injury are likely crucial factors for the
inflammatory activation that takes place in peripheral organs. Severe cerebral injury
leads to astrocyte and microglial cell release of cytokines, such as TNF-q, IL-1 and
IL-6[36]. These cytokines cross the blood-brain barrier and reach peripheral organs
and tissues[37], resulting in IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a and INF-y expression in these
organs, lung as well[38]. An experimental study that performed cross circulation
between control and sudden brain-dead rats observed an elevation of levels of

lymphocytic and leukocyte inflammatory molecules[38].
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Focal or generalised cerebral ischemia evokes the release of IL-13 and TNF-a

in the brain[39]. These cytokines induce the production of IL-6. Patients in the intensive

care unit for cerebral trauma had samples of jugular vein blood with higher IL-6 levels

than those of arterial blood[40]. These findings reinforce the brain release theory of IL-

6, as this cytokine is found at high levels in the broncoalveolar lavage of patients with

respiratory distress syndrome[41, 42].

Another clinical study observed that patients with stroke exhibited elevated

expression of IL-18, IL-8 and IL-17 in peripheral mononuclear cells, concluding that
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cerebral ischemia stimulates peripheral leukocytes to produce inflammatory

cytokines[42].

Haemodynamic events after brain death occur concomitantly with systemic
inflammatory events. This systemic inflammatory response has been associated with
brain cytokines. However, there is much discussion regarding the real role of these
cytokines and whether the inflammatory response is due to central or peripheral

factors[43].

In this study, the administration of methylprednisolone did not change the
haemodynamics and blood exchange prior to or after transplantation, indicating that
methylprednisolone does not add any additional detrimental effect, as it was shown
previously by Pilla et al[12]. However, Wigfield et al used a rat transplantation
model and showed better graft function and less inflammatory activity after

transplantation in animals treated with methylprednisolone[11].

The present study has some limitations, and extrapolation of our results to
clinical scenarios should be done carefully. This study used a small standardised
animal model that involves the induction of brain death by a sudden rise of
intracranial pressure; these conditions do not always match the clinical situation
because intracranial pressure sometimes rises at a slow rate until brain death is
established. It is possible that a brain death model that employs a gradual rise of
intracranial pressure would be more appropriate[44]. Additionally, the interval
between the establishment of brain death and lung harvest is shorter than is
common in clinical practice. However, in our experimental model, we tried to reduce
all of the confounding factors that were related to the time of preservation and that

were detrimental to lung function due to long periods of ventilation after brain death.

We conclude that the administration of methylprednisolone after 60 minutes

of brain death in donor rats reduces the inflammatory response after lung
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transplantation and has no effect on the lipid peroxidation activity. Further studies
with larger animals and models that better simulate the clinical scenarios, such as a
longer period of brain death, a longer period prior to intervention, and a gradual
increase in the intracranial pressure, are needed to confirm the beneficial effects of
this treatment method. We suggest that the administration of methylprednisolone in
potential multi-organ donors may be a useful strategy for reducing the dangerous

effects of reperfusion after lung transplantation.
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Tables
Control donors Methylprednisolone donors
Baseline After 2 h p Baseline After 2 h p
(medianzIR) (mediantIR) (mediantIR) (medianztIR)
PO, 84.53 + 7.07 73.40+26.42 048 100.28+32.51 67.30+17.95 0.055
PCO, 4253+14.68 44.38+2244  0.87 32.00+6.27 37.10+12.39 0.38
MAP  99.96 +28.47 54.07 +16.13 0.006* 89.68 +16.41 59.62+10.73 0.003*

Table 1. Donors blood gases and mean arterial pressure. No significant differences

were observed in basal and after 2h blood gases each group. A significant difference

was observed between basal and after 2h MAP each group.

Values are expressed at median + interquartile of the median.

Control recipients Methylprednisolone p*
recipients

Baseline (median+IR) 226.27 + 132.99 191.30 + 88.49 0.631
PO,

After 2h (median+IR)  242.55 + 138.15 288.98 + 125.35 0.465

Baseline (median+IR) 4487 + 6.76 38.85 + 9.88 0.297
PCO,

After 2h (median+IR) 40.52 + 19.76 56.74 + 41.62 0.715

Baseline (median+IR) 88.67 + 18.47 69.89 + 16.75 0.077
MAP

After 2h (median+IR) 55.44 + 19.74 60.72 + 14.22 0.522

Table 2. Recipients blood gases and mean arterial pressure. No significant differences

were observed in basal and after 2h blood gases between groups.

Values are expressed at median + interquartile range of the median.
* Mann-Whitney U test
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Figure 1. Oxidative stress and brain death. There was no significant difference in SOD

in the control group compared to MET group. (p=0.7461)
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Figure 2. Oxidative stress and brain death. There was no significant differences in
TBARS in the control group compared to MET group. (p=0.2644)
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Figure 3. Pulmonary TNF-a assay. There was a significant decrease in TNF-a in MET
group compared to control group. (*p=0.0084)

Values are mean + standard error of the mean.
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Figure 4. Pulmonary IL-1B assay. There was a significant decrease in IL-1p in MET
group compared to control group. (*p=0.0155)

Values are mean + standard error of the mean.
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HIS

CONTROL MET

Figure 5. Histological score. No significant difference was observed between groups.
Values are expressed at mean + standard error of the mean.

Figure 6. Microscopic optical analysis of haematoxylin-eosin stain. Control group (A
and B): N = septal neutrophils recruitment; H = hemorrhage. MET group (C and D): N =
septal neutrophils recruitment; E = edema. Magnification 100X, 200X and 400X.
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7. CONCLUSOES

1. A administracdo sistémica de metilprednisolona sessenta minutos apos
a morte encefalica em ratos doadores reduziu a atividade inflamatéria de pulmdes

transplantados.

2. A administracdo sistémica de metilprednisolona né&o interferiu com o

estresse oxidativo de pulmdes transplantados a partir doadores em morte encefalica.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Em estudo prévio nosso grupo de pesquisa mostrou que a administracao
sistémica de metilprednisolona reduziu a atividade inflamatéria em pulm&es de ratos
submetidos & morte encefalica. Isto nos motivou a avaliar se esta redugdo também
ocorreria quando estes pulmdes fossem transplantados. Demonstramos que apos a
reperfusdo do enxerto houve reducdo da liberacdo de citocinas, mas sem influéncia
sobre radicais livres e estresse oxidativo.

O presente estudo apresenta algumas limitacbes, e a extrapolacdo destes
resultados para um cenario clinico deve ser feita com cautela. E um modelo animal
com amostra reduzida que utilizou inducdo de morte encefalica através de um
aumento da pressdo intracraniana, 0 que nem sempre ocorre com 0s potenciais
doadores, onde ha uma elevacao lenta e gradual desta até o estabelecimento
definitivo do evento. Talvez um modelo de elevacdo gradual da pressao intracraniana
fosse mais adequado. Além disso, o intervalo entre o estabelecimento da morte
encefélica e a retirada do pulméao ocorreu de forma mais rapida que na prética clinica.
Nosso estudo procurou reduzir todos os potenciais fatores de confusdo relacionados
com o tempo de preservacdo e com a deterioracdo da funcdo pulmonar devido a
ventilacdo mecéanica ap6s morte encefalica.

Sugerimos que a administracdo de metilprednisolona em potenciais doadores
de mudultiplos 6rgdos possa servir como uma estratégia para reducdo dos efeitos
deletérios causados pela reperfusdo apds o transplante pulmonar. Estimulamos que
mais estudos com animais de maior porte e modelos mais representativos dos
cenarios clinicos reais, como periodo mais longo de morte encefélica e elevacao
gradual da pressao intracraniana, sejam necessarios para confirmar os efeitos

benéficos dessa opgao terapéutica.



