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Resumo

O transplante pulmonar é terapia estabelecida para pacientes portadores de
doencga pulmonar em estagio terminal. Os doadores em morte encefélica sdo a
principal fonte de pulmdes para transplante. A fisiopatologia da encefélica é
complexa e envolve mecanismos simpatico, hemodinamico e inflamatério que
determinam o dano pulmonar. A administracdo de metilprednisolona em
modelo animal de morte encefalica e transplante pulmonar diminuiu o dano de
reperfusdo no enxerto. Métodos- Vinte e quatro ratos Wistar foram
anestesiados e randomizados em 4 grupos (n=6): Sham (sham): apenas
trepanagao; Morte Encefdlica (ME): inducdo de morte encefdlica e
administracdo de solugdo salina; Corticéide 5min (mt5): indugdo de morte
encefalica e apés 5min administracdo de MET e Grupo Corticoide 60min
(mt60): indugcado de morte encefélica e apds 60min. administragcdo de MET. Os
animais de todos os grupos foram observados e ventilados durante 120min.
Avaliou-se dados hemodinamicos e gasométricos; dosagem de LDH, proteinas
totais e citologico diferencial no lavado broncoalveolar (LBA); escore
histolégico; dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
TNF-a, superoxido dismutase (SOD) e catalase em tecido pulmonar.
Resultados- Nao foi observado diferenga estatistica entre os grupos nos dados
hemodinamicos e gasométricos, dosagens do LBA, avaliagdo do escore
histolégico, dosagem de SOD e catalase. O TBARS aumentou
significativamente (P<0,001) em ambos os grupos tratados com MET em
relacdo aos grupos sham e ME. O TNF-a aumentou significativamente
(P<0,001) no grupo ME em relagéo aos grupos tratados com MET. N&o ocorreu
diferenga estatistica entre os grupos mt5 e mt60. Conclusdo- A administragéao
precoce ou tardia de MET nesse modelo de morte encefalica resulta em efeitos
similares nas atividades inflamatdria e de peroxidagdo lipidica no tecido

pulmonar.



Abstract

Lung transplantation is an established therapy for patients with end-stage lung
disease. The main source of lungs for transplantation is brain-dead donors. The
pathophysiology of brain death is complex and involves sympathetic,
hemodynamic and inflammatory mechanisms that can injure the lung. It has
been previously shown that brain-dead donor treatment with
methylprednisolone reduces reperfusion injury after lung transplantation in
animals. We hypothesized that early administration of methylprednisolone after
brain death could result in reduced lung inflammatory injury in the donor lung.
METHODS: Twenty-four Wistar rats were anesthetized and randomly allocated
into four groups (n=6): Sham (sham), Brain Death (BD), methylprednisolone
5min. (mt5) and methylprednisolone 60min. (mt60). BD, met5 and met60
groups were submitted to brain death by extradural space balloon inflation.
Methylprednisolone (i.v. 30mg/kg) was administered to met5 and met60 groups,
5 or 60 minutes after brain death confirmation, respectively. The animals of all
groups were observed and ventilated for 120 minutes. Hemodynamics, arterial
blood gases, wet/dry weight ratio, bronchoalveolar lavage (white cell count, total
protein and LDH concentration), histological score, superoxide dismutase
(SOD) and catalase determination were analyzed. Lipid peroxidation and TNF-a
determination were assessed in lung tissue. RESULTS: No significant
differences were observed in hemodynamics, arterial blood gases, wet/dry
weight ratio, bronchoalveolar lavage analysis, histological score, SOD and
catalase in the different groups. TBARS determination was statistically higher in
both methylprednisolone groups when compared to sham (p<0.001) and BD
(p<0.001) groups. TNF-a concentration was significantly lower in met5
(p<0.001) and met60 groups (p<0.001) when compared to BD group.
CONCLUSIONS: We conclude that early or late administration of
methylprednisolone in this model of brain death has similar effect regarding

inflammatory and lipid peroxidation activity on lung tissue.



1. Introducgéo

O transplante pulmonar € a ultima opgao terapéutica para pacientes
selecionados com doenga pulmonar em estagio terminal. O aumento das
indicacdes tém resultado em maior numero de candidatos em lista de espera,
sendo o numero de 6rgaos disponiveis insuficientes tendo em vista a reduzida
oferta de doadores. (1, 2) As principais indica¢gdes sao: Doenga Pulmonar
Obstrutiva Crénica (37%), Fibrose Pulmonar Idiopatica (19%), Fibrose Cistica
(16%) e Enfisema Pulmonar por deficiéncia de a1-anti-tripsina (8%). (2)

Menos de 20% dos potenciais doadores em morte encefélica
apresentam pulmdes apropriados para o transplante, consequentemente, o
pulméo permanece como o érgdo menos utilizado em doadores de multiplos
orgaos (3, 4), sendo este um dos principais limitadores da expansdo dos
programas de transplante pulmonar. (5)

Na realidade brasileira observa-se numeros ainda mais desanimadores.
Em 2006, no estado de Sao Paulo, entre 348 possiveis doadores, a taxa de
aproveitamento foi de apenas 4%. (6)

A faléncia primaria do enxerto, € outro fator limitante ao sucesso do
transplante pulmonar, contribuindo para uma sobrevida em 3 meses e um ano
de 87% e 78%, respectivamente. Da mesma forma, a sobrevida em 5 e 10
anos nao ultrapassa 50% e 26% respectivamente (2). No que tange a
mortalidade precoce, o principal responsavel € a chamada disfungédo aguda do
enxerto ou injuria pulmonar aguda ou ainda disfungao primaria do enxerto, a
qual incide em 15 a 50% dos pacientes transplantados de pulméao. (7-10) Essa

complicagdo usualmente requer periodos prolongados de ventilagdo mecanica



e, por conseguinte, permanéncia do paciente em unidade de terapia intensiva,
contribuindo para aumento de complicagdes (8). Além disso, a disfungéo
primaria do enxerto constitui-se em fator de risco bem estabelecido para o
desenvolvimento de bronquiolite obliterante, principal limitante da sobrevida a
longo prazo do transplante pulmonar. (11)

Na fase precoce pos-transplante, a producao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) ou “radicais livres de oxigénio”, a ativagao endotelial, o
aumento na expressao de citocinas inflamatérias e a infiltracdo neutrofilica,
entre outros, estdo associadas aos diferentes graus de gravidade da leséo de
isquemia e reperfusdo (IR) e, consequentemente, a disfungdo primaria do
enxerto. (12-14)

A maioria dos 6érgaos utilizados em transplante é retirado de doadores
em morte encefalica, sendo que seus resultados funcionais apés implante sédo
inferiores se comparados aqueles provenientes de doadores vivos. (15) Além
disso, os pulmdes de doadores em morte encefalica possuem uma maior
tendéncia ao desenvolvimento de rejei¢cao crbnica. (16) No entanto, a causa da
morte encefalica, se traumatica ou vascular, ndo parece influenciar a sobrevida
ou o tempo livre de bronquiolite obliterante nos receptores. (17)

Em modelo experimental, os pulmdes de animais em parada cardiaca
(non-heart-beating donor) foram menos suscetiveis ao dano de isquemia e
reperfusdo que dos animais em morte encefalica. (18) Outros pesquisadores
também salientam a importancia da morte encefalica na viabilidade pulmonar.
(19-21)

A morte encefalica resulta de grave dano ao tronco cerebral, com perda

completa e irreversivel de suas fungdes. (22) Em modelos animais, este insulto



inicial acompanha-se de elevagao imediata dos niveis de adrenalina e
noradrenalina plasmaticas, a chamada “tempestade autonémica”, resultando
em hipertensao, taquicardia e taquiarritmias (23-25). Este periodo hipertensivo,
embora breve, é seguido de uma redugdo gradual da presséo arterial,
resultando em vasodilatagéo sistémica e edema pulmonar. (26-29)

Alteragcbes enddécrinas envolvendo o eixo hipotalamico-hipofisario
também sd3o observadas e o0s niveis plasmaticos dos hormbnios
adrenocorticotroéfico, cortisol, triiodotironina, tiroxina, insulina e vasopressina
tendem a reduzir. (23, 28)

A resposta inflamatodria que sucede a morte encefalica ainda nao esta
totalmente elucidada. (30) Estudos clinicos e animais demonstram que a morte
encefalica promove alteragdes inflamatérias nos o6rgaos periféricos e
especialmente nos pulmdes. O aumento na expressao de diversas citocinas
como: interleucina (IL)-1, IL-18, IL-2, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), bem como, a ativagdo de vias responsaveis pela indugdo de
inflamacao como a do fator nuclear kappa beta (NFkB), tém sido associadas as
alteracdes decorrentes da morte encefalica. (5, 29, 31-34)

O edema pulmonar neurogénico é definido como um edema pulmonar
agudo que ocorre imediatamente ap6s um dano neurolégico central (30) e a
morte encefalica € uma condi¢gao geralmente associada a esta situagao clinica.
(35)

Os dois principais eventos decorrentes da morte encefdlica e
desencadeantes da génese do edema pulmonar neurogénico sao a
tempestade autondmica e a isquemia cerebral. A liberagdo de catecolaminas

promove alteragdes na permeabilidade capilar e alteragdes hemodinadmicas,



que, consequentemente, aumentam a pressao hidrostatica e danificam a
membrana alvéolo-capilar. Ja a isquemia cerebral normalmente ativa fatores
inflamatdrios diretamente. A isquemia de 6rgaos periféricos, como o intestino
delgado, decorrente das alteragdes hemodindmicas e a ativagao endotelial
também promove o aumento de expressao de fatores inflamatorios. (19)

Outras evidéncias de que a resposta inflamatéria participa ativa e
conjuntamente no processo de dano pulmonar apdés a morte encefalica
consistem em estudos experimentais que demonstraram que o uso de
corticoides pode evitar ou retardar o surgimento de edema pulmonar
neurogénico. (36, 37) Wigfield e cols. foram os primeiros a evidenciar que o
dano pulmonar no doador em decorréncia da morte encefalica pode ser
modulado com a administragao de metilprednisolona. (36)

Estudos clinicos retrospectivos (38, 39) e randomizados (40) ja
demonstraram beneficio na utilizacdo da ressuscitacdo hormonal em doadores
com morte encefalica.

Com base na revisdo da literatura realizamos a hipbétese de que a
administracao de metilprednisolona melhoraria a viabilidade pulmonar de ratos

submetidos a morte encefalica.



2. Referencial Tedrico

2.1 Morte Encefalica

2.1.1 Definicao e diagnostico de morte encefalica

Antigamente o conceito de morte estava atrelado a parada da respiragao
e dos batimentos cardiacos pois era consenso que nessa situacdo o cérebro
morreria em poucos minutos. Assim, o coragao era considerado o érgao central
do corpo humano. Com o advento e a melhoria da ressuscitacdo cardio-
pulmonar, bem como, da medicina intensiva, houve a necessidade de um novo
diagndstico de morte. Dessa forma, foi proposto a definicdo de coma
irreversivel como um novo critério de morte em artigo do Journal of the
American Medical Association em 1968, primeira publicacdo sobre a definicao
de morte encefélica. (41) O principal objetivo desse estudo de Harvard foi
provar que o coma irreversivel poderia ser um novo critério para morte, pois
naquela época o diagnostico de morte obedecia critérios que poderiam levar a
controvérsias na obtencao de 6rgaos para transplante. Os autores utilizaram os
seguintes critérios para a definicdo de "coma irreversivel": a) nao-
responsividade e nao-receptividade a estimulos; b) auséncia de movimentos,
incluindo movimentos respiratorios; c¢) auséncia de reflexos de tronco
encefalico e d) eletroencefalograma isoelétrico (flat electroencephalogram). A
necessidade de repeticdo de todos os exames em um intervalo de 24 horas,
além da exclusdo de hipotermia e de uso de depressores do sistema nervoso

central, como os barbituricos, era salientada pelos autores; entretanto, nao



havia referéncia da necessidade da realizagao dos procedimentos por mais de
um médico.

Importante ressaltar que os critérios definidos pelo grupo de Harvard
ainda sao considerados confiaveis e aceitos pela grande maioria da
comunidade cientifica, estando, inclusive, presentes na Resolugao de morte
encefalica do Conselho Federal de Medicina Brasileiro (CFM).

Atualmente, morte encefalica é definida como uma condicdo clinica na
qual por meio de um exame neurolégico o paciente apresenta auséncia de
todos os reflexos do tronco cerebral e de qualquer resposta ventilatéria quando
submetido a uma hipercapnia que exceda uma PaCO, de 60mmHg, apresente
temperatura corporal normal, resultados de exames bioquimicos e toxicolégicos
de rotina normais, além de auséncia de fluxo sanguineo cerebral em exames
diagndsticos de imagem. (22)

O CFM publicou Resolugdo (RESOLUCAO CFM n° 1.480/97) em agosto
de 1997 referente ao diagndstico de morte encefalica (Quadro 1). Importante
frisar que faz parte dessa Resolucdo o Termo de Declaracdo de Morte
Encefélica que objetiva orientar e padronizar o manejo de pacientes com

suspeita de morte encefalica em todos os hospitais brasileiros. (42)

Quadro 1. Resolugédo do Conselho Federal de Medicina Brasileiro referente ao

diagndstico de morte encefalica.

RESOLUGCAO CFM n° 1.480/97

Art. 1°. A morte encefalica 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 caracterizagao da morte

encefalica deverao ser registrados no "termo de declaragdo de morte encefalica" anexo a esta




Resolugado. Paragrafo Unico. As instituicdes hospitalares poderao fazer acréscimos ao presente
termo, que deverao ser aprovados pelos Conselhos Regionais de Medicina da sua jurisdigao,
sendo vedada a supressao de qualquer de seus itens.

Art. 3°. A morte encefélica devera ser consequéncia de processo irreversivel e de causa
conhecida.

Art. 4°. Os parametros clinicos a serem observados para constatagao de morte encefalica séo:
coma aperceptivo com auséncia de atividade motora supra-espinal e apnéia.

Art. 5° Os intervalos minimos entre as duas avaliagbes clinicas necessarias para a
caracterizagdo da morte encefalica serao 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 constatagao de morte encefalica
deverao demonstrar de forma inequivoca:

a) auséncia de atividade elétrica cerebral ou,

b) auséncia de atividade metabdlica cerebral ou,

c) auséncia de perfusao sanguinea 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, serdo 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 Declaragdo de Morte Encefalica, devidamente preenchido e assinado, e os
exames complementares utilizados para diagndstico da morte encefalica deverdao ser
arquivados no proéprio prontuario do paciente.

Art. 9°. Constatada e documentada a morte encefalica, devera o Diretor-Clinico da instituigao
hospitalar, ou quem for delegado, comunicar tal fato aos responsaveis legais do paciente, se
houver, e & Central de Notificagdo, Captacéo e Distribuigdo de Orgdos a que estiver vinculada

a unidade hospitalar onde 0 mesmo se encontrava internado.
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Alguns pesquisadores nao aceitam e criticam os critérios atualmente
estabelecidos para o diagnoéstico de morte encefalica. (43, 44) Em artigo de
revisdo, Giacomini critica os critérios estabelecidos pelo Comité de Harvard em
1968, afirmando que foi estabelecido um diagndstico, incontestavel, rigido,
assegurando uma aplicagdo universal para todos os casos clinicos suspeitos
de morte encefalica. (45)

Segundo Shewmon, os atuais critérios utilizados para diagndstico clinico
de morte encefalica ndo permitem excluir-se a possibilidade de que um
diagndstico falso-positivo possa ocorrer. Afirma que aceitando-se um risco
maximo de falso-positivo de 0,01% (1/10.000) seria necessario o
acompanhamento da evolugao de 23.025 pacientes que preencham os atuais
critérios diagndsticos e concluir que nenhum deles apresentou um diagndstico
falso-positivo. (46)

O teste da apnéia é criticado por alguns autores como sendo
potencialmente prejudicial pela possivel ocorréncia de hipotensdo e aumento
na pressao intracraniana em pacientes com uma baixa perfusdo cerebral (47),
além da possibilidade de resultados ndo totalmente confiaveis em pacientes
com dano pulmonar (hipoxemia) e acidose. (48)

Estudo prospectivo demonstrou que a hipertermia aumenta a
mortalidade de pacientes com o diagnéstico de acidente vascular encefalico.
(49) Ja a utilizacdo da hipotermia moderada como medida terapéutica para
vitimas de trauma cranio-encefalico grave demonstrou ser benéfica em estudos
clinicos. (50-52) Segundo Coimbra, o resultado desses estudos, sugere que o
diagndstico atual de morte encefdlica ndo seria totalmente confiavel e que

pacientes inicialmente diagnosticados como doadores em potencial deveriam
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ser submetidos a hipotermia moderada como alternativa ao teste da apnéia.

(44)

2.1.2 Doacao de 6rgaos e as recomendagoes da Associagao
Brasileira de Transplante de Orgaos

Orgaos utilizados para transplante podem ser captados de doador vivo,
doador cadaver e doador em morte encefalica. A doacédo de rim, de medula
Ossea e o transplante inter-vivos de figado (53, 54) e pulmao (55-58) séo
exemplos de captacdo de doadores vivos. A doacdo de cérnea, 0osso e pele
sao os principais exemplos relacionados ao doador cadaver. No entanto, a
captacéo de rins (59, 60), figado (61, 62) e até mesmo pulmdes (63-65) tem
sido utilizada recentemente em doadores apds parada cardiorrespiratéria (non-
heart-beating donors). No nosso meio, a grande maioria dos 0Orgaos sao
captados de doadores em morte encefalica antes da parada cardiorrespiratéria
(heart-beating brain dead donors).

Apenas os estados do Rio Grande do Sul e Sao Paulo possuem
programas atuantes em transplante pulmonar, sendo responsaveis por 22
transplantes de doadores cadaveres no primeiro trimestre de 2010, segundo o
Registro Brasileiro de Transplantes publicado pela Associagao Brasileira de
Transplante de Orgéos (ABTO). (66, 67)

A ABTO cita em seu site algumas orientagdes basicas em relagcéo a
manutencdo do doador cadaver: (a) garantia de acessos vasculares; (b)
tratamento de hipotensdo com: reposicdo volémica rigorosa (cristaldides e
coldides), uso de dopamina ou outra droga vasoativa; (c) ventilagdo mecanica

com: volume inspiratério de 10ml/Kg de peso, pressao positiva expiratéria
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(PEEP) de 5 cm de H;O e gasometria arterial periddica; (d) controle de
hipotermia com: focos de luz préoximo ao térax e abdome, infusdo e ventilagcao
aquecidos e cobertor térmico; (e) outros cuidados: reposi¢cao de eletrdlitos,
reposicdo de bicarbonato de sédio em acidose metabdlica, correcdo de
hiperglicemia com insulina regular, uso regular de antibiéticos profilaticos e
terapéuticos, transfusdo de sangue quando hemoglobina abaixo de 10 g/dl e
protecdo ocular com gaze umedecida. (68) Ndo ha, portanto, orientacbes em
relacdo a realizagdo de ressuscitacdo hormonal com a administracido de

corticoide ou horménio tireoidiano, por exemplo.

21.3 O limitante da sobrevida em transplante pulmonar- a
disfuncao primaria do enxerto pulmonar

A disfungao primaria do enxerto apresenta-se como uma forma de dano
pulmonar agudo que resulta de uma sequéncia de eventos inerentes ao
processo do transplante pulmonar como a morte encefalica do doador e os
eventos relacionados diretamente ao enxerto como isquemia, preservacao,
transplante e reperfusdo. Apesar de numerosos recentes avancos em
preservacdao pulmonar, técnica cirurgica e cuidados peri-operatorios, a
disfuncdo do enxerto no pods-transplante ainda € prevalente com incidéncia
entre 11% e 25%. (69-71)

Vérios termos descrevem essa situagdo clinica: injuria (lesdo) de
isquemia e reperfusao (IR), resposta pdés-implante, edema pds-implante,
edema de reperfusdo, edema pulmonar ndo cardiogénico, disfungao precoce
do enxerto, disfuncdo primaria do enxerto, faléncia primaria do enxerto,

sindrome da districdo respiratéria aguda pods-transplante e dano pulmonar
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agudo. Essas expressdes nao sao sinbnimas, sendo algumas utilizadas para
descrever o evento terminal da lesdo de IR e outras, para relatar quadros
clinicos menos graves. (72) Mesmo com as variagdes presentes entre os
estudos existe consenso que a disfungao primaria do enxerto é responsavel por
grande morbidade e mortalidade no transplante pulmonar. (10) Idade, raca,
género, histéria de tabagismo e doenga pulmonar subjacente sé&o
caracteristicas do doador que podem influenciar na qualidade do enxerto.
Além disso, outros fatores presentes no doador como: morte encefalica,
ventilagdo mecanica prolongada, aspiragdo brdonquica, pneumonia, trauma,
politransfusdo e instabilidade hemodinamica contribuem para o dano pulmonar
resultante da IR e, consequentemente, para a disfungao do enxerto. (14, 20)

Dados recentes da literatura demonstram que os enxertos ndao devem
ser considerados imunologicamente inertes. Todos os fatores citados acima,
principalmente, as consequéncias da lesdao de IR e da morte encefalica
‘reprogramam” o enxerto em um 6rgao imunologicamente ativo.
Consequentemente, a imunossupressao deve ser iniciada j4 no doador. O
tratamento do doador em potencial apds a confirmacdo da morte encefalica
pode ser uma abordagem promissora para reduzir a ativagao imunolégica do
enxerto e melhorar a qualidade do érgéo antes do transplante. (34)

Dessa forma, o tratamento e, principalmente, a prevencéo da disfuncao
primaria do enxerto sdo abordagens de suma importancia no atual contexto dos

programas de transplante pulmonar.
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2.1.4 Modelos animais de morte encefalica

Normalmente os pulmdes utilizados para transplante sido captados de
doadores em morte encefdlica antes da parada cardiorrespiratéria (heart-
beating brain dead donors). A maioria desses doadores sofrem dano cerebral
decorrente de hemorragia subaracndidea ou traumatismo cranio-encefalico, por
exemplo, antes do diagndstico de morte encefalica. (6)

Além disso, os pulmdes do doador estdo submetidos a outras alteracdes
associadas ou a nao a morte encefalica como: instabilidade hemodinamica,
ventilagdo mecanica prolongada, trauma, infecgdo, alteracbes metabdlicas,
aspiragao bronquica e politransfusdo. (14, 20)

Em 1992, Cooper em artigo de revisédo, teceu comentarios interessantes
sobre a escolha de modelos experimentais para avaliacdo da preservacao
pulmonar. Enfatizou que o estabelecimento de um modelo experimental
padrdo, “universal”’, com técnica cirurgica, avaliagdo da fungdo pulmonar e
seguimento pds-operatorio padronizados era fator de extrema importancia para
uma melhor avaliacdo dos resultados entre diferentes estudos. Além disso,
salientou que em modelos onde a preservacdo pulmonar é avaliada em
pulmdes previamente normais, ocorre um distanciamento muito grande da
realidade clinica, onde o doador estd submetido aos efeitos de morte
encefalica, instabilidade hemodinamica, infecgéao e trauma. (21)

Varios modelos experimentais tém sido validados com o objetivo de
avaliar o efeito da morte encefalica na viabilidade do enxerto. (73-80)

Na maioria desses modelos um aumento da pressao intracraniana é
gerado por meio da insuflagdo de um baldo, geralmente, um cateter de

embolectomia, tipo Fogarty®, posicionado no espago extra-dural. Essa
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expansao do conteudo intra-craniano determina compressado e herniagao do
tronco cerebral com a consequente instalacdo dos eventos que irdo
desencadear a morte encefalica. Essa insuflagdo tem sido realizada de duas
formas nos modelos experimentais: inicio abrupto ou inicio gradual.

No modelo abrupto de insuflacdo, ocorre uma simulacdo de um trauma
cranio encefalico agudo e grave, o qual aumenta a pressao intra-craniana em
apenas 30 a 60 segundos. A critica a este modelo “explosivo” de morte
encefalica é a importante instabilidade hemodindmica e a congestao pulmonar
resultante. Em decorréncia dessas alteracbes muitos animais morrem ou
necessitam de suporte hemodindmico. Com o objetivo de evitar variagdes
excessivas na pressao arterial, alguns modelos preconizam a utilizagédo de
suporte inotropico.

Ja um aumento gradual e lento na pressado intra-craniana tem por
objetivo simular o evento de morte encefalica decorrente de uma hemorragia
cerebral, por exemplo, resultando em menor instabilidade hemodinamica e
mantendo uma pressao arterial mais préxima da normalidade. Poucos estudos
foram publicados com a utilizacdo desse tipo de modelo experimental (25, 73,
79)

Um modelo de aumento gradual da pressédo intra-craniana foi
estabelecido por Kolkert e cols. Nesse estudo, os animais foram submetidos a
uma craniotomia circular de 2mm de diametro na regido fronto-lateral e um
cateter Fogarty® 4F foi introduzido caudalmente no espaco extra-dural. Apds,
16 ulL/min. de solugdo salina foram infundidos por meio de uma bomba de
infusdo. A pressao arterial média apresentou declinio entre 10+/-1min apds o

inicio da infusdo com uma duragao média de 11+/-1min, retornando, entao,
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para os niveis basais, momento onde o diagndstico de morte encefalica era
estabelecido. Os resultados do estudo demonstraram menor variacio
hemodindmica do grupo com infusdo gradual, sem a necessidade de
administragcao de inotropicos e sem “perdas” (6bitos), além disso, ndo houve
diferenga na infiltragdo tecidual leucocitaria entre os grupos (insuflagdo gradual
versus aguda). Os achados neuropatolégicos evidenciaram que a insuflagado do
cateter na regiao supra-tentorial determinou compressao do cerebelo e do
tronco encefalico, além de deslocamento caudal do tecido cerebral. Os autores
salientam que o correto posicionamento do cateter é fator determinante na
reprodutibilidade desse modelo. (81)

No entanto, em validacdo de modelo de morte encefalica em
camundongos, nao foram observadas diferengas hemodindmicas entre indugéo
gradual ou explosiva. (82)

A importancia do modelo animal a ser utilizado em pesquisas
experimentais pode ser exemplificado em recente estudo realizado por Avlonitis
e cols. Os autores estudaram o efeito anti-inflamatério da aprotinina e do 6xido
nitrico em modelo de morte encefalica por insuflacdo de cateter com balao,
seguido por transplante pulmonar. Concluiram que n&o houve redugao na
resposta inflamatdria sistémica, mas sim uma piora na funcdo pulmonar do
enxerto apos a reperfusdo. (83) Esses resultados contrariam as conclusdes de
outros estudos que demonstraram beneficio na utilizagdo da aprotinina e do
oxido nitrico. (84, 85) Entretanto, nesses estudos com resultados considerados
“positivos”, o modelo experimental utilizado foi o de doadores vivos, condicéo

que difere da realidade clinica.
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2.1.5 Fisiopatologia da Morte Encefalica

As principais causas de morte encefalica em potenciais doadores de
pulmdo em nosso meio sdo: acidente vascular cerebral (40,5%), traumatismo
cranio-encefalico (34,2%), hemorragia subaracnodidea (10,9%) e ferimento por
arma de fogo (5,7%). (6)

E consenso que o sucesso do transplante em érgdos de doadores em
morte encefalica é inferior ao de doadores vivos. (15, 86) A grande maioria dos
transplantes pulmonares sao realizados com érgaos oriundos de doadores em
morte encefalica, tal condicdo afeta o desfecho do receptor, sendo associada a
uma pior fungéo do enxerto (14) e a um maior risco de rejei¢gao cronica (16) e
aguda. (87)

O mecanismo desencadeante da morte encefalica também possui
influéncia na rejeigdo cronica do enxerto. Em estudo retrospectivo, Ciccone e
cols. concluiram que os pulmbes captados de doadores em morte encefalica
traumatica apresentaram estatisticamente uma associagdo positiva com
bronquiolite obliterante. (88)

Em modelo de morte encefalica para estudo da viabilidade hepatica em
doadores ideais (normotensos) e marginais (hipotensos), van Der Hoeven
observou que a morte encefalica promove uma deterioragdo progressiva da
funcdo hepatica e que a instabilidade hemodinamica é um fator agravante
dessa deterioragao. Dessa forma, os autores concluem que a morte encefalica
nao deve ser considerada uma condi¢ao estatica, mas um processo dinamico
que influencia diretamente na viabilidade dos 6rgaos dos doadores. Assim, 0

tempo existente entre a declaracdo de morte encefdlica e a retirada de
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multiplos 6rgaos para transplante pode ser uma oportunidade para
intervengdes que diminuam os efeitos deletérios da morte encefalica. (89)

Neyrinck e cols. estudaram em modelo animal de perfusédo isolada o
dano pulmonar decorrente da IR em doadores em morte encefalica ou
doadores cadaveres e concluiram que o doador em parada cardiaca (non-
heart-beating donor) é menos suscetivel a lesdo de IR do que o doador em
morte encefalica. (18)

Os mecanismos pelos quais a morte encefalica determina os danos nos
orgaos do doador ainda nao estdo totalmente elucidados (Quadro 2).
Entretanto, o correto entendimento desses mecanismos e o desenvolvimento
de estratégias para inibir esse dano podem contribuir no aumento do numero

de doadores e diminuir a incidéncia de faléncia primaria do enxerto. (90)

2.1.6 Alteragoes hemodinamicas

Resumidamente, a morte encefalica decorre de um dano ao tronco
cerebral com a perda irreversivel de suas fungdes. Em modelos animais esse
tipo de dano é seguido imediatamente por uma “tempestade” do sistema
nervoso autbnomo (autonomic storm). O aumento nos niveis plasmaticos de
adrenalina e noradrenalina (25) determina os seguintes eventos: taquicardia,
flutuacdo caodtica da pressdo arterial, arritmias, alteracbes pulmonares,
hipotermia, coagulopatia e alteragdes eletroliticas. Além disso, a descarga
simpatica resultante do dano cerebral esta associada a um quadro conhecido
como edema pulmonar neurogénico. (91)

Essas alteracbes na dindmica cardio-pulmonar e na estabilidade

hemodindmica ocorrem em duas fases. A fase inicial estd associada a
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compressdo e estimulagdo do tronco encefalico, além de herniagdo das
estruturas cranianas. Consequentemente, ocorre aumento da pressao intra-
craniana com diminuicdo na perfusao cerebral e aumento da isquemia. A
diminuicdo do pH e o aumento no pCO; resultantes da isquemia sensibilizam
os quimiorreceptores do hipotalamo que, entao, ativam o sistema simpatico. A
chamada “tempestade simpatica” ativa receptores «a-1-adrenérgicos
determinando vasoconstricdo, aumento na resisténcia periférica e aumento na
pressao arterial com o objetivo de melhorar a perfusdo cerebral. Entretanto,
esse aumento na pressao arterial sensibiliza os barorreceptores carotideos e
uma ativagao parassimpatica ocorre induzindo uma bradicardia transitéria. (75,
92, 93)

A presenca de hipertensdo, padrao ventilatério irregular e bradicardia
como resposta a um aumento na pressao intra-craniana definem o Reflexo de
Cushing, descrito por esse neurocirurgiao em 1902. (94)

As consequéncias dessa tempestade de catecolaminas na resisténcia
vascular periférica e nos parametros cardiopulmonares se correlacionam com o
aumento na pressao intra-craniana. Mesmo na presenca dessa crise
hipertensiva os tecidos se tornam isquémicos em virtude da intensa
vasoconstricao periférica, do aumento da resisténcia vascular e da significativa
diminuicao do fluxo sanguineo tecidual.

No miocardio, essas alteracbes acarretam um subito e macico aumento
no trabalho cardiaco e, consequentemente, no consumo tecidual de oxigénio. A
oferta de oxigénio ao coragdo, embora aumentada, é insuficiente para cobrir a
demanda necessaria e, assim, se observa uma isquemia global e transitéria do

miocardio. Essa fase tem a duragédo de poucos minutos. (34)
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Seguindo a crise hipertensiva inicial observa-se uma hipotensao
sustentada (hypotensive plateau) em decorréncia da diminuicdo da liberagéo
de catecolaminas. (27) Com uma menor quantidade de catecolaminas
circulante ocorre uma diminuicdo da resisténcia vascular periférica
(vasodilatacao periférica) e da contratilidade cardiaca, consequentemente, uma
piora na pressao de perfusdo e na auto-regulagdo vascular se instalam,

culminando com menor perfusao e oferta de oxigénio teciduais. (5, 34)

2.1.7 Alteragoes enddcrinas

A morte encefalica promove dois tipos distintos de alteracbes hormonais.
Uma associada a tempestade autondmica, caracterizada pelo grande aumento
transitério nas catecolaminas circulantes e outra associada a disfungao
hipotalamico-hipofisaria. Como consequéncia, ocorrem a instalacao de diabete
insipido neurogénica e uma marcada diminuigdo nos niveis de triiodotironina,
tiroxina, insulina, vasopressina, hormdnio adrenocorticotrépico e cortisol. (75)
Bittner e cols., observaram em modelo experimental que a vasopressina
apresentou diminuicdo aos 15min. e o horménio adrenocorticotrépico aos
45min. p6s-indugédo da morte encefalica. (95)

Os peptideos natriuréticos tipo B e atrial sdo produzidos no miocardio e
associam-se a gravidade do dano miocardico. O nivel do hormdnio atrial
natriurético apresentou aumento em porcos submetidos a morte encefalica,
sugerindo preservagao da fungdo enddcrina do coragdo mesmo em vigéncia de
comprometimento da contratilidade ventricular. (28) No estudo de Potapov e

cols., as alteragdbes hemodinamicas decorrentes da morte encefalica nao
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alteraram significativamente os niveis do peptideo atrial natriurético e do
peptideo natriurético tipo B em relagdo ao grupo controle. (96)

Em estudo animal, a infusdo continua de insulina promoveu uma menor
expressao de TNF-a, IL-6 e IL-10 em ventriculo direito, cértex e medular renal.
(97)

Novitzky demonstrou em modelo experimental que a administragcao de
triiodotironina promove uma diminuicdo no acumulo plasmatico de lactato e
acidos graxos resultante do metabolismo anaerdbico presente na morte
encefalica. (98)

No entanto, alguns autores discordam desses achados relacionados ao
declinio nos niveis de hormdnios em pacientes em morte encefalica. Gramm
estudando a concentragao plasmatica de hormdnios do eixo hipotalamico-
hipofisario, horménios da tiredide e do cortisol em potenciais doadores em
morte encefdlica ndo observou declinio na meia vida de nenhum dos
horménios. O autor concluiu que mesmo na presencga do diagnoéstico de morte
encefalica permanece uma fungdo residual do sistema neuroenddcrino
hipotalamico-hipofisario suficiente para manter os niveis hormonais em valores
minimos. (99) A mesma conclusao foi obtida por Arita e cols. estudando o nivel
sérico dos horménios do eixo hipotalamico-hipofisario e a histologia dos

neurénios hipotalamicos de pacientes em morte encefalica. (100)

2.1.8 Alteragoes morfolégicas
Niveis elevados de catecolaminas produzem alteragées morfolégicas
importantes no coracdo, principalmente, no sub-endocardio do ventriculo

esquerdo. Os achados de hemorragia petequial, lise de coagulagdo dos
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miocitos e infiltracdo mononuclear estdo presentes. (101) Essas alteragdes
decorrentes da tempestade autonémica, mas, principalmente, da grande
liberacdo de noradrenalina nas fibras simpaticas da inervacdo miocardica
podem resultar em necrose miocardica. (102) Dessa forma, coragdes retirados
de pacientes em morte encefalica mesmo apresentando boa perfusdo podem
apresentar aumento da resposta imunolégica do receptor, bem como, uma pior
sobrevida do enxerto. Em modelos experimentais de morte encefalica nao
explosiva, utilizando-se aumento gradual na pressao intra-craniana nao se
observa alteragbes significativas nos parametros hemodinamicos e as
alteragdes morfolégicas no miocardio sdo minimas. Dessa forma, a grande
liberacdo de catecolaminas € um dos fatores responsaveis pela qualidade dos
orgaos para transplante apés morte encefalica. (73, 79)

No transplante renal, a presenca de isquemia devido a hipotensao,
independente da etiologia, pode ser uma importante causa de dano renal. Apds
a implantacdo do enxerto, a funcao renal pode ser afetada pela instabilidade
hemodinamica relacionada a morte encefalica, sendo considerado um dos
principais fatores etiolégicos a importante vasoconstricido decorrente da
tempestade autonémica. Em 6rgaos retirados de doadores com instabilidade
hemodinamica é observado uma alta incidéncia de necrose tubular aguda.
(103) Os achados histopatoldgicos descritos no rim apdés a morte encefalica
incluem o inicio imediato de hiperemia glomerular, o desenvolvimento de
glomerulite, a proliferacdo endotelial e a periglomerulite, sendo que apés 3 dias
pode-se observar degeneracao, atrofia e necrose das células tubulares. (104) A

instabilidade hemodinamica e o tempo de exposi¢ao do rim a morte encefalica
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estao relacionados a disfuncdo do enxerto conforme os resultados de um
estudo em modelo animal. (105)

As alteragdes morfoldgicas presentes no figado apds a morte encefalica
nao estdo bem definidas. Estudo em modelo canino de hipotensao prolongada
e morte encefalica concluiu que o figado € muito resistente a hipotenséo e que
0 mesmo possui uma grande reserva fisiolégica. (106) Em estudo da
viabilidade hepatica em modelo de morte encefalica, os autores observaram
menor perfusao dos sinusoides, maior aderéncia leucocitaria nas vénulas pos-
sinusoide e maior deterioracdo da funcdo hepatica nos animais submetidos a
morte encefalica quando comparados ao grupo controle. (77) Estudos clinicos
demonstraram que quatro dias apds a morte encefélica o figado apresenta
congestdo venosa central extensa e que apds quinze dias pode ocorrer
necrose peri-portal. Outra alteracdo importante presente nos hepatécitos de
pacientes em morte encefalica € a alteragdo na permeabilidade e integridade
da membrana celular associada a infiltragédo leucocitaria. (103, 107, 108)

O pulmdo é um odrgdao extremamente suscetivel as alteragdes
hemodindmicas decorrentes da tempestade autondmica. O aumento na
resisténcia vascular periférica pode determinar um aumento na reserva capilar
pulmonar e a um aumento no fluxo da artéria pulmonar. Essas alteracdes
podem deteriorar a fungdo pulmonar e tornar o 6rgdo nao passivel de
captacdo. (19) Os pacientes em morte encefalica apresentam uma maior
infiltracao de neutrdfilos no tecido pulmonar, alteracdo associada a uma maior
concentragao de IL-8 no lavado broncoalveolar. (31)

Em modelo experimental de morte encefdlica em ratos seguido de

transplante pulmonar, a microscopia Optica apdés 100 dias de seguimento
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evidenciou infiltragdo leucocitaria intersticial, peribronquiolar e perivascular
denotando alteragdes compativeis com rejeigao crénica. (16) Em relagdo aos
achados da microscopia eletrdnica, Avlonitis e cols. evidenciaram em modelo
de morte encefalica em ratos, areas de ruptura total da membrana alvéolo-
capilar em todos os animais submetidos a morte encefalica. (5)

A funcao pancreatica altera-se pouco em doadores com morte encefalica
desde que a estabilidade hemodindmica seja mantida, entretanto, niveis
elevados de insulina e peptideo C sdo observados. Em modelo experimental de
transplante de ilhotas células pancreaticas, os autores comprovaram que a
morte encefélica induz a infiltracdo de macréfagos e 0 aumento na liberagao de

moléculas inflamatérias. (109)

2.1.9 Alteragoes metabdlicas

A tempestade do sistema nervoso autbnomo, os disturbios
hemodindmicos e enddécrinos e a decorrente hipoperfusao tecidual determinam
alteragdes metabdlicas. Em vigéncia da morte encefalica ocorre uma troca do
metabolismo aerdbico para o anaerdbico com deplegéo da reserva energética
celular e, consequentemente, o desenvolvimento de acidose latica. A
administragcado de triiodotironina em animais submetidos a morte encefalica
resultou em reducdo na concentracdo plasmatica de lactato, indicando uma
aparente reversao do metabolismo tissular de anaerébico para aerodbico. (28,
98)

O metabolismo anaerdbico observado no musculo cardiaco de porcos
submetidos a morte encefalica decorre provavelmente do comprometimento

precoce da contratilidade ventricular esquerda. (28)
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A liberacdo de enzimas como lipases, proteases, endonucleases e a
consequente geragao e liberacao de ERO foram identificadas durante a morte
encefalica. (110) O aumento na liberagdo de ERO promove o dano de varios
componentes celulares como proteinas, DNA e fosfolipidios, causando
alteragdes na integridade e permeabilidade da membrana celular. (111)

O uso do antioxidante selénio em modelo de trauma cerebral em
camundongos inibiu a liberacdo de ERO e consequentemente a apoptose

celular. (112)

2.1.10 Alteragoes inflamatérias, imunolégicas e genéticas

O pulmao é um 6rgao muito suscetivel a alteragdes inflamatdrias locais
ou sistémicas. Simultaneamente as alteragoes hemodinamicas decorrentes da
morte encefalica, ocorre a ativacdo do sistema imune com o desenvolvimento
de uma cascata inflamatdria sistémica por meio de um aumento na expressao
de citocinas pro-inflamatdrias e consequente infiltracao leucocitaria nos tecidos.
(113) A grande maioria dos estudos experimentais confirma um aumento
significativo de moléculas inflamatérias e interleucinas imediatamente apods a
indugao de morte encefalica. (33)

Fischer e cols. demonstraram que o lavado broncoalveolar de doadores
em morte encefalica apresenta uma concentracdo média de neutrofilos, IL-8 e
genes relacionados ao crescimento o (GRO-a) maior do que o grupo controle e
que essas alteracdes estao relacionadas a uma maior infiltracdo de neutrofilos
no tecido pulmonar. (31) Os autores concluem com base em resultados de

outro estudo realizado (114) que o grau de infiltracdo de neutréfilos no
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parénquima pulmonar de pacientes em morte encefalica € mais extenso que de
pacientes em ventilagdo mecanica sem morte encefalica.

Os rins de ratos submetidos a morte encefalica apresentam infiltracao
leucocitaria, mormente, neutrdfilos, apds 6 horas do evento. (90)

As moléculas de adesao, responsaveis pela interacdo endotélio-
leucécito estdo com sua expressdao aumentada na morte encefalica (19). A
selectina-P, uma molécula precoce de adesdo apresenta-se com maior
expressao apos a morte encefalica e, dessa forma, €& aparentemente,
responsavel pelos eventos subsequentes. Os leucécitos aderidos ao endotélio
expressam outras moléculas de adesdo como molécula de adeséo intercelular
(ICAM), proteina de adesao celular vascular (VCAM), e liberam outras citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a,, interferon gama (IFN-y) e IL-6. (113) Birks e cols
demonstraram que o aumento na expressdo de TNF-a no miocardio do doador
€ considerado como um preditor de disfuncdo ventricular direita no receptor
com especificidade de 83.3% e sensibilidade de 87.5%. (115)

A expressao de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade
(MHC) das classes | e |l estdo aumentados em virtude do aumento de INF-y
que ocorre apés a morte encefalica. Embora uma maior expressao do
complexo MHC nao determine um aumento na possibilidade de rejeicédo, ocorre
um aumento na imunogenicidade do enxerto via processo de reconhecimento
das células T. Um aumento na expressdo de antigenos secundario ao dano
endotelial inespecifico pode aumentar as chances de uma rejeicdo aguda.

(116)
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No entanto, Barklin e cols. ndo observaram diferengca na expressao de
interleucinas (TNF-a, IL-6 e IL-10) no tecido renal, hepatico e cardiaco apds
360 min. de observacéao entre os grupos controle e morte encefalica. (117)

O TNF-a é considerado o mediador chave do processo de inflamagao na
morte encefalica. Além de ativar o processo da inflamacdo, também é&
responsavel pela ativacdo do processo de pré e anti-apoptose. Hepatécitos de
ratos submetidos a morte encefalica apresentaram um aumento na indugao de
apoptose, mesmo na presenca de uma maior expressao nas vias anti-apoptose
do NFxB. (118) A inalagdao de mondxido de carbono em modelo experimental
diminuiu a expressdao de TNF-a e IL-6, de moléculas de adesao e vias pro-
apoptose, melhorando a relagdo PaO,/FiO,, o excesso de base e a acidose
decorrentes da morte encefalica. (119)

Estudos clinicos também sugerem uma maior taxa de apoptose em
orgaos oriundos de doadores em morte encefalica. Em estudo recente
realizado com 85 pacientes em morte encefalica, os autores concluiram que
uma das explicacbes para a rapida disfuncdo observada nos 6rgédos de
pacientes em morte encefalica € o aumento na expressido da caspase 9, uma
molécula pré-apoptética. (120)

Os receptores Toll-like (TLR) sdo sensores chaves do sistema imune
inato que reconhecem padrbes moleculares associados a microorganismos
patogénicos como lipopolissacarideos, lipopeptideos e acido nucléico. (121,
122) Entretanto, existem evidencias que mesmo na auséncia de infecgao,
células submetidas a algum dano podem liberar moléculas (chamadas de
alarminas), capazes de ativar os receptores Toll-like. (123) Quando ativados, os

receptores Toll-like, exceto o TLR-3, determinam o recrutamento das moléculas
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de adaptagao: proteina de resposta primaria de diferenciagao mieldide (MyD88)
e adaptador de inducao de interferon-p (TRIF). Essa interagdo determina a
ativagdo da via dependente da MyD88, resultando na ativagao de fatores de
transcricdo como a proteina ativadora 1 (AP1) e o fator nuclear kappa beta
(NFxB) e, consequentemente, a sintese de citocinas pré-inflamatérias como
TNF-a, IL-6 e IFN-y. (124) A importancia do papel do TLR-4 no dano de
isquemia/reperfusdo pulmonar ja foi demonstrado em estudos experimentais.
(125) Os TLR-2 e TLR-4 estdo expressos nos leucdcitos e nos pneumdacitos,
permitindo que ambas as células possam responder a algum antagonismo
desses receptores. (126, 127)

Rostron e cols. conduziram estudo experimental para determinar se a
estimulacdo do sistema dos TLR contribui nas alteracbes determinadas pela
morte encefalica. Os animais foram previamente tratados com agonistas dos
TLR: LPS derivado de Escherichia coli (agonista seletivo do TLR4) ou
lipoproteina sintética de Mycoplasma (agonista seletivo TLR2/6) durante 4 dias
e apo6s submetidos a morte encefalica por insuflacido de cateter com baldo. Os
resultados demonstraram que a desensibilizagdo dos TLRs preveniu a
hipotensao neurogénica, bem como, a acidose metabdlica. Além disso, reduziu
os niveis da citocinas CXCL1 e TNF-o no lavado broncoalveolar. A
desensibilizacdo da TLR4 reduziu também a expressao da molécula de adesao
integrina CD 11b nos neutrdfilos. Na avaliagado do tecido pulmonar, a inibicao
da TLR4 limitou a expressao das citocinas IFN-y, IFN-f e CXCL10, enquanto
que a desensibilizagdo dos TLR2/6 reduziram apenas a expressao do IFN-y.

(32)
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A analise dos perfis de expressao génica em pulmbes de doadores em
morte encefalica e doadores apds parada cardio-respiratéria demonstrou uma
maior ativacdo das vias inflamatérias no grupo de doadores em morte
encefalica. (128) Outro estudo realizado entre pacientes em morte encefélica e
voluntarios ndo observou aumento na expressao de genes relacionados a
inflamacdo no tecido muscular esquelético, mas demonstrou uma maior

ativagao de genes pré-apoptose. (120)

Quadro 2. Resumo das alteragdes decorrentes da morte encefalica

* Alteracbes hemodinamicas
o Fase hipertensiva
» Bradicardia incial
» Hipertenséao
» Taquicardia
= Vasoconstricao periférica
o Fase de hipotensio sustentada
» Hipotensao
» Vasodilatagao periférica
= Diminui¢ao contratilidade cardiaca
= Menor perfusao tecidual
* Alteracdes enddcrinas
o Aumento
= Catecolaminas e horménio atrial natriurético
o Diminuigao
= hormdnios tireoidianos, insulina, vasopressina e cortisol
» Alteragcbes morfolégicas pulmonares
o Ruptura da membrana alvéolo-capilar (aguda)
o Aumento reserva capilar pulmonar
o Infiltragao leucocitaria intersticial

o Infiltragdo peribronquiolar e perivascular (rejeicao cronica)
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* Alteracbes metabdlicas
o Metabolismo anaerdbico (acidose latica)
o Liberagao de espécies reativas de oxigénio
* Alteracdes inflamatorias e imunoldgicas
o Aumento na expressao de citocinas pro-inflamatorias
o Aumento na expressao de moléculas de adesao leucocitaria
o Aumento na expressao de receptores Toll-like
* Alteracbes genéticas
o Aumento na expressao de genes relacionados a apoptose

o Aumento na expressao de genes relacionados a inflamagao

2.1.11 Morte encefdlica e ressuscitagao hormonal em estudos
experimentais

Wigfield e cols. foram os primeiros a evidenciar que o dano pulmonar no
doador em decorréncia da morte encefalica pode ser modulado com o uso de
corticoide. Demonstraram que a administragdo de metilprednisolona apds a
inducdo de morte encefalica em modelo de transplante pulmonar em ratos é
capaz de diminuir a resisténcia vascular pulmonar, a celularidade e a
expressao de polimorfonucleares CD 11b e 18 no lavado broncoalveolar, além
de melhorar a troca gasosa do enxerto. (36)

A administracdo de metilprednisolona em porcos submetidos a morte
encefalica foi capaz de inibir a cascata pro-inflamatdria induzida pelo insulto
(129) e melhorar a fungao ventricular sistolica e diastélica. (130)

A eritropoietina € uma citocina enddégena com propriedades anti-
apoptdticas, anti-inflamatoérias e neurotroficas, estando presente no tecido
cerebral apdés eventos como hipoxemia, isquemia cerebral e hemorragia
subaracnoide (131). Yildirim e cols concluiram que o uso desse anti-oxidante

em modelo animal de trauma cerebral direto tem acio protetora sobre o
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epitélio respiratério da mucosa traqueobrénquica. (132) Em rins de ratos
submetidos a morte encefalica, a eritropoietina mostrou-se eficaz em diminuir a

expressao de genes inflamatdérios e a infiltragdo de polimorfonucleares. (133)

2.1.12 Morte encefdlica e ressuscitagao hormonal em estudos
clinicos

Trabalho retrospectivo realizado com os registros da base de dados da
California Transplant Donor Network analisou 251 doadores de O6rgaos
toracicos (coracao, pulmao e coragao-pulméao) entre os anos de 1995 a 1997.
Ausculta pulmonar limpa, curto tempo entre a admissao e a morte encefalica,
curto tempo entre a morte encefalica e a retirada do 6rgdo, auséncia de
obesidade e administracdo de metilprednisolona foram fatores que por meio de
uma analise univariada se correlacionaram significativamente com a obtengao
de enxertos aptos para transplante. No entanto, quando esses fatores foram
avaliados em uma analise multivariada, ausculta pulmonar limpa (OR = 2.1 [1.3
— 3.4], p= 0.008) e administracao de metilprednisolona (OR = 3.0 [1.9 — 4.9],
p<0.001) foram os unicos preditores independentes significativos de sucesso
na obtencdo de 6rgaos em condi¢gdes para transplante, sendo esse ultimo o
preditor com maior poder estatistico. (38)

Follete e cols. realizaram um estudo retrospectivo em 118 doadores
consecutivos em morte encefalica e observaram que o grupo de doadores que
recebeu altas doses de corticéide apresentou melhora na PaO,/FiO,, além de
um aumento no numero de pulmdes utilizados bilateralmente. (39) Outro

estudo retrospectivo realizado com 133 pacientes concluiu que a administracao
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precoce de metilprednisolona diminuiu estatisticamente a necessidade de
suporte vasoativo. (134)

Com o mesmo objetivo de obter maior niumero de érgéos viaveis para
transplante Venkateswaran e cols. realizaram um ensaio clinico randomizado
em 182 potenciais doadores divididos em 4 grupos: metilprednisolona,
triiodotironina, metilprednisolona associada a triiodotironina e placebo.
Concluiram que um manejo ativo e precoce em potenciais doadores aumenta o
numero de orgaos para transplante e que o uso de corticéide endovenoso
reduz a progressao do edema pulmonar (40). Conclusdo semelhante foi obtida
por Rosendale e cols. e publicada em dois estudos semelhantes. (135, 136)
Por meio da analise do banco de dados da United Network for Organ
Sharing/Organ  Procurement and Transplantation Network os autores
concluiram que o uso de vasopressina, metilprednisolona e triiodotironina esta
associado a um aumento no numero de coragdes viaveis para transplante. No
outro estudo, observaram que a ressuscitagdo hormonal (infusdo de
vasopressina, metilprednisolona e triiodotironina) aumenta significativamente a
disponibilidade de 6rgdos em potenciais doadores. A andlise multivariada
demonstrou aumento nas chances de doacao de 7,3% para rim, 4,7% para
coragao, 4,9% para figado, 6% para pancreas e 2,8% para pulméao.

Em artigo de revisdo da literatura sobre o manejo de pacientes
candidatos a doacao de 6rgaos, Kutsogiannis e cols. concluem que cuidados
hemodinamicos e ventilatorios agressivos, além do uso da terapia hormonal
aumentam a disponibilidade de érgaos para transplante, bem como a sobrevida

do enxerto. (137)
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O estudo da ressuscitagdao hormonal em pacientes com diagnéstico de
morte encefalica e instabilidade hemodinamica foi avaliado por um grupo da
Califérnia. O protocolo de pesquisa compreendia a infusdo rapida de 1 ampola
de glicose 50%, 2 g de succinato de metilprednisolona, 20 U de insulina e 20
Mg de levotiroxina, seguido de uma infusado continua de 10 ug/h de levotiroxina
em potenciais doadores que necessitassem de altas doses de vasopressores
(infusdo de noradrenalina acima de 10 ug/kg/min). Os resultados do estudo
apontaram uma reducgao significativa na dose de vasopressor (p=0.02), sendo
que em 53% dos pacientes a infusdo de vasopressores pode ser suspensa. As
criticas a esse estudo sdo a auséncia de randomizagéo e de grupo controle
(138). Novitzky obteve resultados semelhantes em outro estudo clinico, onde o
grupo de potenciais doadores tratados com 2 ug de T3, 100 mg de cortisol e 20
U de insulina a cada hora necessitou menor dose de inotropicos e de
bicarbonato de sédio, sendo os 6rgaos de todos os pacientes (n=21) utilizados
para transplante (coragdo, pulmdo e rim). No entanto, no grupo controle
ocorreu uma perda de 20% de potenciais doadores por deterioragéo

cardiovascular e fibrilagao ventricular. (139)

2.2 Edema Pulmonar Neurogénico

2.2.1 Definigao

O edema pulmonar neurogénico € uma complicagdo bem reconhecida
de um dano ao Sistema Nervoso Central (SNC), sendo definido como um
edema pulmonar agudo que ocorre imediatamente apds um dano neurolégico

central. Foi inicialmente reconhecido por Shanahan como uma complicacido de
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convulsdes epiléticas no inicio do século passado. (19) Normalmente ocorre
em pacientes sem doenca cardio-pulmonar prévia e esta associado a um
aumento na pressao intra-craniana e a uma taxa de mortalidade entre 60 a

100%. (140)

2.2.2 Epidemiologia

Qualquer dano cerebral ou medular agudo pode resultar em edema
pulmonar neurogénico. S&o causas comuns: hemorragia sub-aracnoidéia,
traumatismo cranio encefalico, dano medular cervical, trombose cerebral,
embolia gasosa cerebral, hemorragia intra-cerebral, tumor cerebral, estado
epilético, cirurgia intra-craniana, encefalite, meningite e esclerose multipla. (30,
141)

E estimado que ocorra em cerca de 1% dos pacientes vitimas de
traumatismo cranio encefalico, 71% apds hemorragia cerebral e em cerca 2%
das vitimas de convulsao. (140)

A hemorragia sub-aracnoidéia aguda é considerada uma das principais
causas de edema pulmonar neurogénico. Essa alteragdo pulmonar pode
ocorrer em até 23% dos pacientes, sendo 6% na forma grave. Em virtude da
presenca de hipdxia, a mortalidade associada é cerca de 10%. Além disso,
observou-se a presenga do edema pulmonar neurogénico em 90% dos 6bitos
decorrentes de hemorragia sub-aracnoidéia aguda. (142) O edema pulmonar
neurogénico normalmente ocorre entre o primeiro e sétimo dia apds o
sangramento. Clinicamente, os principais fatores de risco para o
desenvolvimento do edema pulmonar neurogénico sdo gravidade clinica e

radiolégica da hemorragia sub-aracnoidéia. Além disso, existe uma correlagao
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positiva entre com a idade do paciente, demora até a intervencgao cirurgica e a
hidratagdo excessiva. (143)

O edema pulmonar neurogénico tem sido reportado em até 20% dos
casos graves de traumatismo cranio encefalico (escala de coma de Glasgow <
8). (144) A incidéncia de edema pulmonar neurogénico em vitimas fatais de
traumatismo cranio encefalico isolado é de cerca de 32%. (145)

As alteragbes pulmonares associadas ao aumento da pressio intra-
craniana sdao de extrema relevAncia em potenciais doadores em morte
encefalica. Nesses pacientes, o edema pulmonar neurogénico e a infecgéo
pulmonar sao as duas principais causas de nao utilizacdo de pulmdes para
transplante. Assim, apenas 20% dos pulmdes de doadores de multiplos érgaos
sdo utilizados para transplante. (4)

Alguns autores relatam que o edema pulmonar neurogénico pode
ocorrer em até um terco dos pacientes em estado epilético (146), geralmente
no periodo pos-ictal, outros referem ser esta a causa mais frequente de edema

pulmonar neurogénico. (147)

2.2.3 Modelos experimentais

A utilizacdo de modelos experimentais como forma de estabelecer a
fisiopatologia e estudar possiveis intervengbes terapéuticas no edema
pulmonar neurogénico iniciaram por Cameron e De em 1949. (19)

Esses modelos podem ser classificados como especificos ou nao-
especificos. Os modelos especificos compreendem a destruicdo ou

estimulacéo de determinadas areas cerebrais. (148, 149) Ja os modelos néo
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especificos utilizam métodos de dano macico ao SNC, convulsées ou dano
sub-macigco ao SNC.

O dano macico compreende injegdo intra-cisterna magna de
determinados irritantes como trombina, fibrinogénio, veratrina (neurotoxina
obtida de raizes de determinadas plantas e ativadora dos canais de Na‘),
albumina, sangue autélogo, acotinina (neurotoxina ativadora dos canais de
Na®, utilizada em modelos de arritmia cardiaca). (142, 150-153) A injecdo de
sangue autdlogo ou albumina na cisterna magna de ratos em diferentes
velocidades (modelo de hemorragia sub-aracnoidea) demonstrou que o
aumento na permeabilidade capilar pulmonar independe da velocidade ou da
substancia infundida. (142) Modelos com a utilizagdo de trauma cerebral
contuso ou concussao cerebral também foram estabelecidos. (154, 155) Além
dos modelos citados, o dano macico ao SNC pode ser determinado pela
insuflacdo intra-craniana de cateter com baldo, semelhante aos modelos
experimentais utilizados em morte encefalica.

O dano sub-macico ao SNC, modelo pouco utilizado, consiste em
aumento gradual da presséo intra-craniana (150mmHg) por infusdo controlada
de liquido céfalo-raquidiano diretamente na cisterna magna. (156) Outro
modelo n&o especifico estabelecido para o estudo do edema pulmonar
neurogénico consiste na indugdo de convulsbes por administragdo de
bicuculina, um antagonista do receptor GABAa. (157, 158)

Mais recentemente, modelos de trauma medular determinado por
insuflacdo de cateter posicionado no espaco epidural da coluna toracica de
ratos foram estabelecidos para o estudo do edema pulmonar neurogénico

associado ao trauma raquimedular. (159, 160)
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Os estudos realizados com esses modelos experimentais definiram dois
mecanismos possivelmente responsaveis pelo edema pulmonar neurogénico: o

mecanismo hemodinamico (“Blast injury theory”) e o mecanismo inflamatorio.

2.2.4 Fisiopatologia

A fisiopatologia desse mecanismo tem sido debatida por anos e ainda
nao esta totalmente elucidada. Acredita-se que ocorra em virtude de um
aumento na pressao hidrostatica induzida pela liberagao de catecolaminas ou
por um aumento na permeabilidade capilar decorrente da ag¢ao direta das
catecolaminas circulantes e/ou pela liberagdo de mediadores inflamatérios. (35)
Dessa forma, pelo menos, dois mecanismos principais parecem coexistir na
génese do edema pulmonar neurogénico em decorréncia do rapido aumento na
pressao intra-craniana e consequente diminui¢ao na perfuséo cerebral. (30)

Do ponto de vista anatdbmico, as zonas cerebrais de gatilho para o
edema pulmonar neurogénico sdo o hipotalamo e a medula oblonga (bulbo).
Duas regides na medula oblonga: parte ventral (grupo de neurdnios
catecolaminérgicos A1) e parte dorsal (nucleo reticulado medial, nucleo motor
dorsal do vago e nucleo do trato solitario). Ja no hipotadlamo, a regido posterior

€ o local de grande ativacao simpatica por isquemia e hemorragia. (161)

2.2.5 Mecanismo hemodinamico

O mecanismo hemodindmico estd associado a uma intensa
vasoconstricdo pulmonar decorrente da descarga adrenérgica resultante do
dano cerebral. Essa estimulagdo simpatica aumenta a pressado hidrostatica

pulmonar e, consequentemente, a permeabilidade vascular, mesmo apds a
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deplecdo intra-neuronal das reservas de catecolaminas, indicando, dessa
forma, que outros mediadores também sao responsaveis pelo edema pulmonar
neurogénico. Esses mediadores estdo associados a um mecanismo
inflamatdrio, também responsavel pelo aumento na permeabilidade capilar
pulmonar e, consequentemente, edema pulmonar. (162)

O mecanismo hemodindmico € chamado de a teoria da lesdo por
explosao (“Blast injury theory”). Essa definigdo foi publicada por Theodore e
Robin em 1975, os autores concluiram que a massiva descarga simpatica
resultante do trauma cerebral determinava a passagem do sangue da
circulagao sistémica (alta resisténcia) para a circulagdo pulmonar (baixa
resisténcia) causando o edema pulmonar. (163)

O aumento subito na pressao intra-craniana induz a uma resposta a-
adrenérgica a qual resulta em um aumento transitério, porém importante na
vasoconstricdo venosa e arterial tanto pulmonar quanto sistémica. Esse
impressionante aumento na pressdo vascular pulmonar determina uma
alteracao nas Forgas de Starling pulmonar com resultante passagem de liquido
para o espaco alveolar e o intersticio pulmonar. Esse edema hidrostatico ocorre
quando a pressao trans-mural excede 40mmHg. Inicialmente se observa dano
ao endotélio capilar pulmonar, seguido por dano da membrana basal dos
capilares alveolares e finalmente dano ao epitélio alveolar o que resulta em
extravasamento de hemacias e proteinas de alto peso para o espacgo alveolar.
(164)

Essas alteragdes na circulagdo pulmonar sao frequentemente
associadas a um comprometimento cardiaco. Por meio de monitoramento

invasivo observa-se um aumento no trabalho cardiaco seguido por uma
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marcada depressdo miocardica. Alteracdbes na contratilidade ventricular
esquerda explicam a instabilidade hemodindmica geralmente associada a esse
aumento na carga hidrica e uma pobre reserva funcional miocardica aumenta o
risco de edema pulmonar nesses casos. (28) Arritmias cardiacas graves e até
mesmo parada cardiorrespiratoria estao descritas. (165)

Embora pulmdes, atrio e ventriculo esquerdos contenham normalmente
24% da volemia circulante, esse volume pode aumentar até 72% em virtude
das alteracbes hemodindmicas decorrentes da morte encefalica. Essas
alteracbes determinam um aumento de pressao no atrio esquerdo acima da
pressao arterial pulmonar que em associagao ao aumento do fluxo sanguineo
pulmonar resultam em ruptura da integridade dos capilares pulmonares e
consequentemente hemorragia intersticial septal pulmonar. (23)

A descarga adrenérgica também promove uma constricdo venosa
pulmonar, o que contribui para um aumento na pressao capilar pulmonar. (166)

Segundo Avlonitis, a Teoria da Leséo por Explosao (“Blast injury theory”)
€ simples e explica a coexisténcia de dois mecanismos no edema pulmonar
neurogénico: a alta permeabilidade e o hidrostatico. O grau de hipertensao
capilar ird determinar se as Forgas de Starling irdo aumentar o fluxo de agua
através do endotélio ou se o dano estrutural da parede dos capilares ira
permitir a passagem de plasma e até mesmo hemacias para intersticio ou
espacgo alveolar. Por outro lado essa teoria ndo exclui a existéncia de um
segundo mecanismo no qual uma estimulagao a-adrenérgica agiria diretamente
alterando a permeabilidade capilar pulmonar. (19)

A resposta hemodinamica ao dano do tronco cerebral e o edema

pulmonar neurogénico resultante podem ser inibidos por bloqueio o-
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adrenérgico, seccdo da medula espinhal, secgdo dos nervos esplancnicos e
bloqueio raquimedular, porém n&o sao inibidos pela adrenalectomia ou por f3-
bloqueadores. Esses achados s&do conclusivos de que a noradrenalina liberada
pela extremidade distal do neurénio simpatico € o mediador e nio a liberada
pela glandula adrenal. (30, 167)

A noradrenalina e o neuropeptideo Y s&o neurotransmissores
localizados em grandes vesiculas densas nas extremidades distais dos nervos
simpaticos, sendo secretados em grandes quantidades durante a tempestade
simpatica (“sympathetic storm”) devido a exposicdo do SNC a algum tipo de
dano. Ambos sao potentes vasoconstritores e estdo, dessa forma, associados
a um aumento na permeabilidade capilar pulmonar. (5, 168, 169)

O dano vascular endotelial promove a liberagdo de endotelina-1,
considerada um dos mais potentes vasoconstritores. Em modelo de edema
pulmonar neurogénico por indugdo de epilepsia observou-se que existe um
aumento tempo-dependente nos niveis de endotelina-1 no lavado
broncoalveolar. Além disso, o pré-tratamento com um inibidor da enzima
conversora de endotelina-1 possui efeito protetor diminuindo a quantidade
desse vasoconstritor no lavado broncoalveolar. (157) Outro estudo demonstrou
que a instilagao intra-traqueal de endotelina-1 pode aumentar em até 22 vezes
a permeabilidade vascular pulmonar resultando em edema pulmonar. No
entanto, a administragao endovenosa nao resultou em edema pulmonar. O pré-
tratamento com um antagonista seletivo de endotelina impediu 0 aumento na
permeabilidade pulmonar, bem como, o edema pulmonar. (170)

O papel do o6xido nitrico também tem sido implicado na etiologia do

edema pulmonar neurogénico. Tanto modelos de trauma cerebral direto,
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quanto de trauma medular demonstraram que a administracdo de inibidores da
producdao de Oxido nitrico resulta em aumento na permeabilidade capilar e
aumento no edema pulmonar. Além disso, a administragdo de L-arginina,
precursor do oxido nitrico resulta em menor grau de edema, demonstrando
assim o papel protetor do 6xido nitrico em relacdo ao edema pulmonar

neurogénico. (171-173)

2.2.6 Mecanismo inflamatoério

Simultaneamente a resposta hemodindmica, uma resposta inflamatéria
sistémica ocorre na génese do edema pulmonar neurogénico. Citocinas e
quimiocinas cerebrais tém sido associadas a esta resposta inflamatéria. No
entanto, se a origem dessas citocinas e fatores quimiotaticos produzidos apos
o dano cerebral é central ou periférica ainda € motivo de discusséao. (30)

Um dano cerebral importante induz uma reacao inflamatéria local com
producao e liberagéo de citocinas, tais como, fator de necrose tumoral-a (TNF-
a), interleucina (IL)-1p e IL-6 pelas células da microglia e astrocitos. (174)
Essas moléculas inflamatérias tém acesso a circulacdo sistémica apds a
ruptura da barreira hemato-encefalica e dessa forma estimulam células alvo no
sangue e em o6rgaos periféricos. (175) Dano importante ao SNC, como, na
morte encefalica, resulta em aumento na expressao de IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a,
e interferon-y em érgéaos periféricos, incluindo o pulmé&o. (90)

Apbs o evento do dano cerebral, as primeiras citocinas produzidas pelos
macrofagos alveolares através da ativagao do fator NF-xB séo a IL-1 e 0 TNF-a
e ambas estdo implicadas na patogénese de dano pulmonar agudo (116)

Essas citocinas ativam as células endoteliais a expressar moléculas de adesao
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como a molécula-1 de adeséo intercelular (ICAM-1), selectina-P e selectina-E.
Também sao as moléculas responsaveis pela ativacdo da producdo de IL-8
pelas células endoteliais e células epiteliais da membrana alvéolo-capilar.
Sabe-se que a IL-8 é um potente ativador de neutrdfilos, podendo mediar a
expressdo das integrinas-p2 CD-18 e CD11p, dessa forma, os neutrdfilos
ligam-se as células endoteliais e migram para o intersticio e espacgos alveolares
do pulmao determinando a liberagédo de espécies reativas de oxigénio, enzimas
proteoliticas e outras citocinas. (176) Um nivel elevado de IL-8 no lavado
broncoalveolar estd associado a Sindrome da Districdo Respiratéria Aguda
(177), a morte encefalica (31), a disfungdo precoce do enxerto e a mortalidade
precoce do receptor. (178)

Uma marcada liberagao de interleucina-1p pode ser detectada por meio
de microdialise cerebral apds 60 min. de dano cerebral em modelo de trauma
cerebral em ratos. (179) Modelos de dano cerebral por impacto cortical
controlado induzem a expressdo dos neuropeptideos substdncia P e
neurocinina A no cortex frontal dos animais (180). Tais peptideos provocam
broncoconstricdo e edema na mucosa brénquica, além de aumento da
permeabilidade capilar pulmonar, edema pulmonar e ativagao leucocitaria.
(181)

Em modelo de morte encefalica ndo aguda em suinos Barklin e cols. ndo
observaram diferenga entre os dois grupos (controle e morte encefélica) em
relacdo aos parametros ecocardiograficos. Dessa forma, concluem que o
edema pulmonar ndo decorre de disfuncdo cardiaca. Outra conclusao
importante desse estudo é a correlacdo entre o nivel de neuropeptidios Y no

lavado broncoalveolar e o edema pulmonar, sugerindo uma liberagdo e acéao
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local (aumento da permeabilidade capilar) e ndo uma agdo como um
vasoconstritor sistémico. Em virtude dos niveis normais de PaO, observados
no grupo morte encefalica, os autores sugerem que o local de agdo do
neuropeptideo Y seria primariamente como um vasoconstritor pés-capilar e nao
diretamente no endotélio capilar. (35)

Outra evidéncia que corrobora com a importancia do mecanismo
inflamatorio na génese do edema pulmonar neurogénico sédo estudos clinicos e
experimentais que demonstraram beneficio com o uso anti-inflamatério dos

corticosterdides. (36, 37, 153)

2.2.7 Conexao entre os mecanismos simpatico, hemodinamico e
inflamatoério

Segundo Avlonitis, ambos os mecanismos desencadeantes do edema
pulmonar neurogénico e a lesdo pulmonar aguda resultante estao relacionados.
O estimulo adrenérgico resultante da tempestade de catecolaminas pode
determinar edema pulmonar neurogénico pela alteracdo simpatica direta da
permeabilidade dos capilares pulmonares ou pelos seus efeitos
hemodindmicos. Ao mesmo tempo, a morte encefalica induz a resposta
inflamatadria, que pode ser resultado da isquemia cerebral ou ser originada nos

efeitos hemodinamicos da tempestade de catecolaminas (Figura1). (19)
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Figura 1. Os trés possiveis mecanismos (simpatico, hemodindmico e
inflamatdrio) da lesdo pulmonar resultante da morte encefdlica e suas inter-
relacbes. O estimulo adrenérgico resultante da tempestade de catecolaminas
pode causar edema pulmonar neurogénico tanto pela alteragdo simpatica direta
da permeabilidade dos capilares pulmonares (caixa hachurada a esquerda) ou
pelos seus efeitos hemodindmicos (caixa hachurada central). Ao mesmo
tempo, a morte encefélica induz a resposta inflamatéria (caixa hachurada a
direita), que pode ser resultado da isquemia cerebral ou ser originada nos
efeitos hemodindmicos da tempestade de catecolaminas. Modificado de
Avlonitis e cols. (19)

Os mediadores pro-inflamatdrios liberados na circulagao sistémica apos
um dano cerebral como na morte encefalica, sdo muito provavelmente, os
responsaveis pela cascata inflamatéria observada nos 6rgaos periféricos.
Estudo experimental demonstrou aumento na expressdo de moléculas de
inflamacao linfocitarias e leucocitarias nos animais controles que receberam

circulagao cruzada de animais submetidos a morte encefalica. (90)
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A isquemia cerebral focal ou global libera localmente fatores
inflamatoérios como IL-1p e TNF-a. que atuam paralelamente as alteragdes
hemodinamicas (fenbmeno adrenérgico) na génese do edema pulmonar
neurogénico. (182) Essas citocinas séo indutoras da produgédo de IL-6 e um
estudo clinico concluiu que o nivel sérico de IL-6 na veia jugular de pacientes
internados em unidade de tratamento intensivo apds trauma cerebral € maior
que o nivel presente no sangue arterial. (183) Esses achados corroboram a
hipétese de producgao e liberagao de IL-6 em nivel cerebral, sendo essa uma
interleucina presente em altos niveis no lavado broncoalveolar de pacientes
com sindrome da restricao respiratéria. (184, 185)

Outro trabalho clinico concluiu que pacientes vitimas de acidente
vascular cerebral apresentaram aumento na expressao das IL-18, IL-8 e IL-17
nas células mononucleares periféricas. (186) Dessa forma, conclui-se que a
isquemia cerebral ativa os leucécitos da circulacdo periférica a produzir e
liberar citocinas inflamatérias.

A tempestade simpatica por meio de seus efeitos hemodindmicos pode
ativar a resposta inflamatéria tanto pela ativagdo do endotélio, quanto pela
isquemia de orgaos periféricos. A administragdo de antagonistas das
selectinas-P e E impediu a expressdo de citocinas inflamatérias em 6rgaos
periféricos de ratos submetidos a morte encefalica. (90) Conclui-se, portanto,
que existe uma evidente associagcdo entre a ativagao endotelial e a cascata
inflamatdria. No entanto, esses achados nao elucidam totalmente a etiologia da
ativacdo endotelial. Avlonitis acredita que as alteracbes hemodinamicas
resultantes da tempestade autonémica podem ativar as células endoteliais

resultando em produgao de espécies reativas de oxigénio, ativagdo do receptor
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NF-xB e aumento na expressdao de moléculas de adesdao e de citocinas
inflamatarias. (19)

Em modelo experimental de trauma cerebral direto, os animais foram
randomizados em 5 grupos (controle; sham; 2h, 8h e 24h pds trauma).
Interessantemente, a quantificagdo de ERO no tecido pulmonar demonstrou

diferenca significativa apenas 24h apés o trauma. (187)

2.2.8 Alteragoes morfolégicas

Em modelo de trauma cerebral, Yildirim e cols. observaram, por meio de
microscopia eletrbnica, que o dano celular ja estad presente 2 horas apés a
lesdao cerebral, deteriorando-se nas 24 horas subsequentes. Nao observaram
alteracbes na ultra-estrutura do pneumocito tipo | e na membrana alvéolo-
capilar. Entretanto, o pneumdcito tipo |l apresentou intenso edema intracelular,
traduzido por dilatagcdo do Complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico liso e

edema mitocondrial. (187)

2.2.9 Tratamento

O edema pulmonar neurogénico pode apresentar resolugdo em 48-72h
com a instalagdo de tratamento apropriado. O manejo inicial do edema
pulmonar neurogénico deve objetivar o controle do evento cerebral subjacente,
sendo uma craniotomia descompressiva ou o tratamento das convulsdes,
exemplos. (30)

A escolha da ventilagdo apropriada sera dependente do nivel de
consciéncia do paciente e o grau de gravidade do dano pulmonar. Dessa

forma, alguns pacientes serdo manejados com ventilagado n&o invasiva e outros



47

com entubacgao traqueal, sedacao e uso de PEEP. Valores de PEEP menores
que 15 cm H20 sao preconizados por ndo impedirem a perfusao cerebral.
(188) A hipercapnia permissiva e a ventilagdo em prona devem ser realizadas
com cautela sempre mantendo a pressao intra-craniana em niveis normais.
(189, 190)

Em relacdo a funcdo hemodindmica, o tratamento deve objetivar
diminuicao da pré e pds-carga, alem de aumento da contratilidade cardiaca.
Sendo necessaria uma diminuigdo da presséao arterial, drogas vasodilatadores
cerebrais nao devem ser utilizadas. O uso de esmolol como tratamento da crise
hipertensiva decorrente da “tempestade autondmica” aumentou a probabilidade
de sucesso do transplante cardiaco em um estudo de coorte. (191) No entanto,
0 uso de B-bloqueadores deve ser proscrito em pacientes com evidéncia de
insuficiéncia cardiaca pos-tempestade simpatica. (30) A dobutamina mostrou-
se benéfica no manejo dos pacientes com edema pulmonar neurogénico em
estudo retrospectivo. Os pacientes tratados com dobutamina apresentaram
reversao da depressdo miocardica, diminuicdo da elevagao da pressao arterial
pulmonar e aumento na razao PaO,/FiO, apdés 6h de inicio da infusao, além
desses achados, ndo apresentaram comprometimento de perfusdo e
oxigenagao cerebral. (192) Estudos experimentais indicam que o uso de
adrenalina ou noradrenalina ndo piora o quadro do edema pulmonar
neurogénico, além de nao aumentar a permeabilidade vascular pulmonar,
apesar de aumentar a pressdao capilar pulmonar. (193) Outro estudo
experimental concluiu que a adrenalina produzida pela adrenal aumenta o
clearence do liquido alveolar por estimular o transporte de Na+, sugerindo

participacdo da adrenalina enddégena na resolugdo do quadro de edema
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pulmonar neurogénico. (194) Diuréticos podem ser utilizados desde que
mantenha-se pressao arterial e pressao de perfusao cerebral adequadas. Em
recente estudo, Minambres e cols. concluiram que em doadores de multiplos
o6rgaos um balang¢o hidrico positivo entre 0 momento da morte encefalica e a
retirada dos érgdos nao diminui o risco de disfungdo precoce ou tardia do
enxerto renal. Dessa forma, uma restricdo hidrica que mantenha uma pressao
venosa central menor de 6mmHg € uma estratégia para diminuir o risco de
edema pulmonar neurogénico. (195)

O uso de lidocaina intratecal em ratos submetidos a morte encefalica
inibiu o colapso cardiovascular e diminuiu, estatisticamente, as areas de edema
pulmonar, quando comparado ao grupo controle. (196)

Em modelo experimental de hemorragia subaracndéidea em
camundongos, a inibicdo da caspase-1 evitou apoptose celular pulmonar e o
edema pulmonar neurogénico. (197)

O objetivo principal do manejo neurolégico deve ser diminuir a
hipertensdo intra-craniana mantendo uma pressao de perfusdo cerebral
adequada. O manitol e a solugdo salina hipertdnica sao geralmente utilizados
com esse objetivo. A infusdo continua de solugdo salina hiperténica (5% ou
7,5%) mostrou-se superior ao manitol em diminuir os edemas cerebral e

pulmonar em modelo de infarto cerebral extenso por oclusao carotidea. (198)
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3. Justificativa

O transplante pulmonar é a ultima opcéao terapéutica para pacientes com
doencga pulmonar em estagio terminal. A maioria dos 6rgaos utilizados em
transplante sao retirados de doadores em morte encefalica e menos de 20%
dos potenciais doadores apresentam pulmdes apropriados para o transplante,
sendo este um dos principais limitadores da expansao dos programas de
transplante pulmonar.

Estudos clinicos e animais demonstram que a morte encefalica promove
alteragdes inflamatoérias nos érgaos periféricos e especialmente nos pulmbes e
que a administracao de corticosterdide nos doadores em morte encefalcia pode
melhorar a viabilidade pulmonar.

O estabelecimento de um modelo experimental de morte encefalica é
fundamental no desenvolvimento de linhas de pesquisa relacionadas a
preservacido pulmonar e transplante pulmonar, pois aproxima os estudos
experimentais da realidade clinica.

Pesquisas para elucidar os danos da morte encefadlica sobre a
viabilidade pulmonar e formas de tratamento sido fundamentais para o

desenvolvimento dos programas de transplante.
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4. Objetivos

4.1 Objetivos Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com metilprednisolona em pulmdes de

ratos submetidos a modelo de morte encefalica.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos de dois diferentes periodos de administragcdo de

metilprednisolona sobre pulmdes de ratos submetidos a morte encefalica.

Analisar a influéncia do tratamento com metilprednisolona sobre

estresse oxidativo em pulmdes de ratos submetidos a morte encefalica.

Analisar a influéncia do tratamento com metilprednisolona sobre

atividade inflamatdria em pulmdes de ratos submetidos a morte encefalica.
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6. Artigo Cientifico

EFFECTS OF METHYLPREDNISOLONE ADMINISTRATION IN
INFLAMMATORY ACTIVITY AND OXIDATIVE STRESS ON LUNGS FROM

BRAIN-DEAD RATS

INTRODUCTION

Lung transplantation is an established therapeutic option for end-stage
lung disease. The last decade has seen a significant increase in the number of
lung transplantation centers (1). As a result, there have been an increasing
number of patients enrolled in the waiting lists as opposed to the donor pool that
remains fairly constant, with a range of 4.9% to 27% of the lungs suitable for
transplantation (1-4). Recently, with the use of lungs from marginal donors and
the encouraging results of the ex-vivo lung perfusion for lung reconditioning,
there has been a trend to an increase in the number of lung transplants (5, 6)

Brain dead donors still represent the main source of organs for
transplantation. In the intensive care unit (ICU), the lungs of the potential donors
are exposed to the direct damage caused by the process of brain death. In
addition, the lungs are at risk for acute lung injury secondary to trauma,
prolonged mechanical ventilation, transfusion, ischemia, aspiration and
infection. (7, 8)

Brain death encompasses the death of all central neurological tissue
resulting in the loss of cerebral function. (9) The pathophysiology of brain death
is complex and involves sympathetic, hemodynamic, and inflammatory

mechanisms that can injure the lung. (7, 10) Significant endocrine changes
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result in decrease in the plasma levels of adrenocorticotrophic hormone,
cortisol, triiodothyronine, thyroxine, insulin, and vasopressin. (7)

More recently, there is a consensus that organ grafts should not be
considered as immunological inert. Donor risk factors, such as previous
diseases, age, the cause of death, donor management and most importantly
brain death, reprogram the graft into an immunological active organ. (8, 11) The
treatment of potential brain death donors may be a promising approach to
reduce immune activation of the graft and improve the quality of the organ
before transplantation. (12)

The administration of systemic corticosteroids to brain dead donors is
known to be beneficial mostly because of its ability to modulate the systemic
inflammatory response caused by brain death and improve the graft viability by
means of reducing the release of pro-inflammatory molecules and production of
leukocyte adhesion molecules thus increasing alveolar fluid clearance. (13, 14)
Controversy still remains regarding the best time for administering
corticosteroids in the setting of brain death. The aim the present study is to
evaluate the effects on the lungs of early versus late systemic administration of

methylprednisolone in an animal model of brain death.

MATERIAL AND METHODS

The local Institutional Animal Care Committee and the Ethical and
Research Committee approved protocols used in this study. All animals
received humane care 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
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Resources and published by the National Institutes of Health, Publication No.

86-23, revised 1996).

Surgical Procedure

Twenty-four male Wistar rats, weighing between 170-200g underwent
general anesthesia induced with intraperitoneal administration of ketamine
(100mg/Kg) and xylazine (15mg/kg). This was followed by a tracheostomy with
an indwelling 14-gauge cannula (Abbocath® #14; Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL, EUA) and ventilation at a rate of 70-80 breaths/min, a tidal volume of
10 ml/kg in inspired room air (Harvard Rodent Ventilator, model 683; Harvard
Apparatus Co., Millis, MA). The right carotid artery was dissected and
cannulated with a 24-gauge cannula (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) for mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) recordings (Sirecust
730 Siemens, Solna, Sweden). The right jugular vein was also dissected an
cannulated in the same fashion. Normal saline was used to flush the lines, with
a total volume of 5 mL/kg/hour in all animals and a warmed surgical table was

used to maintain body temperature at 37°C during the procedure.

Induction of Brain Death

The brain death model was described elsewhere (15, 16). Briefly,
through a frontolateral trepanation (1x1mm with a dental drill), a 14G Fogarty
balloon catheter (Baxter Health Care Corp., Irvine, CA) was introduced into the
extradural space with the tip pointed caudally. The balloon was inflated with
1,5ml of water for 1 minute producing a sudden rise in intracranial pressure.

This resulted in rapidly progressive brain injury leading to immediate brain
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death. A sharp rise and then a subsequent drop of blood pressure and heart
rate defined initiation of brain death. The state of brain death was confirmed by

the absence of corneal reflexes and by the apnea test.

Study groups

After the initial procedures the animals were randomly allocated into the
following four groups:

-Sham Group (sham): craniotomy was performed and no balloon catheter
was introduced into the extradural space.

-Brain Death Group (BD): brain death was induced as described above,
and 5 minutes after BD confirmation, 0,2ml of normal saline was administered
intravenously.

-Methylprednisolone 5 minutes Group (mt5) an IV bolus of
methylprednisolone (30mg/kg) diluted in 0,2ml of normal saline was
administered 5 minutes after brain death was confirmed.

-Methylprednisolone 60 minutes Group (mt60): an IV bolus of
methylprednisolone (30mg/kg) diluted in 0,2ml of normal saline was

administered 60 minutes after brain death was confirmed.

Sampling

The animals were monitored for 120 minutes and were submitted to the
same ventilation regimen. Arterial blood samples were drawn for blood gas
analyses at insertion of the arterial line (basal), and at 60 and 120 minutes after
brain death, and at corresponding time points in the sham group. Upon

completion of the assessment, a median sternolaparotomy was performed and
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the animals were sacrificed by exsanguination. The heart-lung blocks were
excised and a bronchoalveolar-lavage (BAL) of the left lung was performed
three times (3mL of normal saline each) after clamping of the right main
bronchus. The right lung was then separated from the heart-lung block and
divided into two pieces. Most of the right lung was snap-frozen in liquid nitrogen
and stored in —-80-C for lipid peroxidation, catalase, superoxide dismutase
(SOD) and TNF-a determination. The remainder of the lung as fixed in formalin
for histopathology. The mediastinal lobe was excised and weighed (wet weight)
in a precision scale. Samples were then placed in a vacuum oven (at 70°C for
72 h) until a stable dry weight was achieved. The wet to dry lung weight ratio

was then obtained as an indicator of lung edema. (17)

BAL fluid processing

The BAL was centrifuged at 300g for 5min and the cell pellet was
separated from the supernatant. The differential white cell count was
determined after preparation with Romanowsky stain. Total protein
concentration was determined through Protein-Biuret Method (Modular
Analytics, Roche, Germany) and LDH concentration was determined through

UV kinetic method (Modular Analytics, Roche, Germany).

Pulmonary TNF-a determination

After samples unfreeze, a microplaque of 96 holes was sensitized with
monoclonal antibody to TNF-a. In these plaques were added 100ul of
homogenized lung (dilution 1:2), 100ul of positive and negative controls and

100ul of recombinant TNF-ao. in concentration establish by the manufacture
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(Creative Biomart, New York). After, 100ul of policlonal-conjugated anti-TNF-a
marked with peroxidase was added to the plaques for incubation during 3 hours
at room temperature. After the incubation time, the plaque was washed four
times with detergent solution. Later, it was added hidrogen peroxide (0,02%)
and tetramethilbenze (2%). The reaction was interrupted 30 minutes later, using
sulfuric acid 1M. Color intensity was measured through optic density in an
ELISA automatic reader (Titertek Multiskan®) in 450nm. The TNF-a
concentration in the homogenized lung was calculated from the results obtained

through a standard curve.

Thiobarbituric acid reacting substances (TBARS) determination

The products generated by lipid peroxidation were quantified by the
TBARS reaction using 3mg of protein per sample. The samples were incubated
at 90°C for 30 minutes, subsequently adding 500uL of 0.37% thiobarbituric acid
to 15% trichloroacetic acid, centrifuged at 4°C at 2000x g for 15 minutes.

Absorbance was determined by spectrophotometry at 535 nm. (18)

Superoxide Dismutase (SOD) and catalase (CAT) determination

The activity of SOD was determined by pulse radiolytic method based in
the autoxidation of epinephrine, according the method described by Misra and
Fridovich. (19) Catalase (CAT) activity was determined by spectrophotometer

method described by Maehly and Chance. (20)

Histology
The fragment of lung fixed in formalin was embedded in paraffin and cut

into 3mm sections and stained with hematoxylin-eosin. A pathologist blinded to
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the experimental protocol performed the quantitative examination by light
microscopy. Each lung sample was examined under both low and high power
fields and 20 fields were randomly selected and analyzed. The severity of
histological lesions was assessed using a five-parameter score: intra-alveolar
edema, hyaline membrane formation, hemorrhage, focal alveolar collapse or
consolidation, and epithelial desquamation /necrosis of airways or alveoli. Each
parameter was evaluated semi-quantitatively using the following scale: 0=
absent, 1= mild, 2= moderate, 3= prominent. In each animal, the scale of each

parameter was added to result in a score. (21)

Statistical Analysis

All the collected data from the experiment were coded, recorded, and
analyzed using SPSS 16.0 for Windows (Chicago, IL). ANOVA was used for
comparing differences between groups. When analysis of variance showed a
significant difference, the post-hoc multiple comparison test (Tukey test) was
applied to demonstrate the differences in the groups. The ANOVA for Repeated
Measures was used for comparing differences between groups of related
dependent variables with more than one measure along the observation period.
In each test, the data were expressed as the mean value +/- standard error

(SE) and P<0.05 was accepted as statistically significant.

RESULTS
There were no differences between groups in procedure length, wet/dry
weight ratio, blood gases measurements, superoxide dismutase and catalase

determination. There were no differences among the groups in BAL analysis
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regarding differential white cell count, total protein contents and LDH. There
were no differences in the mean arterial pressure in the groups submitted to
brain death during all observation period.

TBARS was statistically higher in both methylprednisolone groups when
compared to sham and BD groups (p<0.001) (Figure1). There were no
significant differences in histological score among the groups (Figure 2). Lung
injury represented by intra-alveolar hemorrhage or hyaline membrane formation
was not observed in any samples. The predominant finding was mild focal
alveolar collapse presented in the majority of the samples with no difference in
intensity across the different groups (Figure 2). TNF-a concentration was
significantly lower in met5 (p<0.001) and met60 groups (p<0.001) when

compared to BD group (Figure 3).

DISCUSSION

The vast majority of experimental studies have shown a significant
increase in inflammatory molecules and interleukins immediately after induction
of brain death. (22, 23) The pro-inflammatory cytokine, TNF-a, has been shown
to be significantly up regulated in lung tissue after brain death (12, 24) and has
important role in the development of lung injury. (22) Our study showed that
brain death resulted in donor systemic inflammatory response, and
methylprednisolone administration was associated with reduced TNF-a
expression in lung tissue. Similar results were observed by McLean et al when
studying the effects of glucocorticoid administration on myocardial function in a

porcine model of brain death. (25)
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To our knowledge, the present study is the first to investigate the role of
methylprednisolone administration in a rat brain death model and its influence
on TNF-a lung expression and oxidative stress. (22)

Our study demonstrated that methylprednisolone administration has no
effect on blood gases and hemodynamic parameters. These findings probably
are result of the period of observation, which was not long enough to show any
differences among the groups. The administration of methylprednisolone just
after brain death in a model of lung transplantation in rats can modulate
inflammatory donor Ilung injury showing better graft performance after
transplantation. (14)

Clinically, the use of corticosteroids in multi organ donors is still
controversial. However, there are various clinical studies with different
resuscitative hormonal protocols showing promising results. Nevertheless, a
standard protocol has not been established yet, especially related to lung
retrieval. (26-29) The use of glucocorticoids in brain-dead donors probably has
dual beneficial effects: it reduces antiinflamatory activity and replaces the blood
cortisol levels. Although we have studied only TNF-a activity after brain death, it
might have been interesting to measure the cortisol levels after brain death in
this model as well. Faropoulos & Apostolakis found that cortisol levels rise
within 5 minutes following induction of brain death in a baboon model, and
decline steadily thereafter over the next 15 to 45 minutes to almost disappear
and become undetectable at 4 hours after brain death induction. (30)

In our experiments we found no differences in the differential white cell
count in the BAL as well as in histology. Conversely, Fischer et al. showed a

greater concentration of neutrophils in the BAL of brain-dead donors, interleukin
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8 (IL-8) and genes related to growth a (GRO-a) compared to controls, and such
changes were related to a more pronounced neutrophil infiltration in lung tissue.
(31)

We suppose that lung inflammatory changes can be assessed up to 120
minutes of ventilation after brain death induction in lungs that are still suitable to
transplantation. Avlonitis et al. demonstrated that there are no differences on
recipient lung function or alveolar neutrophilia if the lung retrieval occurs 15
minutes or 5 hours after brain death. (32) However there have been reports on
other experimental models of lung injury and brain death advocating a 6-hour
period after brain death induction for inflammatory lung analysis. (33)

The present study has limitations and one must be careful when
extrapolating its results into a clinical situation. We used a standardized small
animal model of brain death that includes sudden rise in intracranial pressure
that does not resemble what is often found clinically, where the intracranial
pressure rises at a slower pace until it leads to brain death. Another difference
is the time elapsed from brain death until organ harvest which is rather longer in
the clinical scenario than in our model. A brain death model in which intracranial
pressure was gradually induced by inflation of a subdurally placed balloon
catheter has been developed. This improved model allows the study on donor
organ quality without inotropic infusion. (34)

The present study shows that early methylprednisolone administration
after acute brain death does not lead to better oxygenation indices and
hemodynamic parameters in lungs ventilated for 120 minutes. Our results also
demonstrate an increase in the products generated by lipid peroxidation in the

groups treated with methylprednisolone after 5 or 60 minutes of brain death. As



80

demonstrated by Yildirim et al., traumatic brain injury increased lung tissue lipid
peroxidation levels significantly only at 24 h after trauma (35) and this data
could explain our lipid peroxidation results but the exact causes behind these
findings cannot be determined from our data.

We conclude that early or late administrations of methylprednisolone in
this model of brain death have similar effects regarding inflammatory and lipid
peroxidation activity on lung tissue. We suggest that late administration of
methylprednisolone may be used in settings of brain dead with potential anti-
inflammatory effects. Further studies investigating the effect of late
administration of methylprednisolone in the setting of lung transplantation
following brain death are need in order to confirm its beneficial effects on

inflammatory activity.

REFERENCES

1. Trulock EP, Christie JD, Edwards LB, Boucek MM, Aurora P, Taylor DO,
et al. Registry of the International Society for Heart and Lung Transplantation:
twenty-fourth official adult lung and heart-lung transplantation report-2007. J
Heart Lung Transplant. 2007 Aug;26(8):782-95.

2. Fernandes PM, Samano MN, Junqueira JJ, Waisberg DR, Noleto GS,
Jatene FB. [Lung donor profile in the State of Sao Paulo, Brazil, in 2006]. J Bras
Pneumol. 2008 Jul;34(7):497-505.

3. Organ and tissue donation and transplantation (update 2000). Canadian
Medical Association. CMAJ. 2000 Jul 25;163(2):206-11.

4. Chakinala MM, Kollef MH, Trulock EP. Critical Care Aspects of Lung
Transplant Patients. J Intensive Care Med. 2002;17:8-33.

5. Yeung JC, Cypel M, Waddell TK, van Raemdonck D, Keshavjee S.
Update on donor assessment, resuscitation, and acceptance criteria, including
novel techniques--non-heart-beating donor lung retrieval and ex vivo donor lung
perfusion. Thorac Surg Clin. 2009 May;19(2):261-74.



81

6. Cypel M, Yeung JC, Liu M, Anraku M, Chen F, Karolak W, et al.
Normothermic ex vivo lung perfusion in clinical lung transplantation. N Engl J
Med. 2011 Apr 14;364(15):1431-40.

7. Avlonitis VS, Fisher AJ, Kirby JA, Dark JH. Pulmonary transplantation:
the role of brain death in donor lung injury. Transplantation. 2003 Jun
27;75(12):1928-33.

8. de Perrot M, Liu M, Waddell TK, Keshavjee S. Ischemia-reperfusion-
induced lung injury. Am J Respir Crit Care Med. 2003 Feb 15;167(4):490-511.
9. Power BM, Van Heerden PV. The physiological changes associated with
brain death--current concepts and implications for treatment of the brain dead
organ donor. Anaesth Intensive Care. 1995 Feb;23(1):26-36.

10. Rosenberg RN. Consciousness, coma, and brain death--2009. Jama.
2009 Mar 18;301(11):1172-4.

11. de Perrot M, Bonser RS, Dark J, Kelly RF, McGiffin D, Menza R, et al.
Report of the ISHLT Working Group on Primary Lung Graft Dysfunction part Ill:
donor-related risk factors and markers. J Heart Lung Transplant. 2005
Oct;24(10):1460-7.

12.  Pratschke J, Neuhaus P, Tullius SG. What can be learned from brain-
death models? Transpl Int. 2005 Jan;18(1):15-21.

13. Follette DM, Rudich SM, Babcock WD. Improved oxygenation and
increased lung donor recovery with high-dose steroid administration after brain
death. J Heart Lung Transplant. 1998 Apr;17(4):423-9.

14. Wigdfield C, Golledge H, Shenton B, Kirby J, Dark J. Ameliorated
reperfusion injury in lung transplantation after reduction of brain death induced
inflammatory graft damage in the donor. J Heart Lung Transplant
2002;21(1):57.

15.  Bittner HB, Kendall SW, Campbell KA, Montine TJ, Van Trigt P. A valid
experimental brain death organ donor model. J Heart Lung Transplant. 1995
Mar-Apr;14(2):308-17.

16. Herijgers P, Leunens V, Tjandra-Maga TB, Mubagwa K, Flameng W.
Changes in organ perfusion after brain death in the rat and its relation to
circulating catecholamines. Transplantation. 1996 Aug 15;62(3):330-5.

17. Pearce ML, Yamashita J, Beazell J. Measurement of Pulmonary Edema.
Circ Res. 1965 May;16:482-8.



82

18. Buege JA, Aust SD. Microsomal lipid peroxidation. Methods Enzymol.
1978;52:302-10.

19.  Misra HP, Fridovich |. The role of superoxide anion in the autoxidation of
epinephrine and a simple assay for superoxide dismutase. J Biol Chem. 1972
May 25;247(10):3170-5.

20. Maehly AC, Chance B. The assay of catalases and peroxidases:
methods of biochemical analysis. In: Glick D, editor. Methods of Biochemical
Analysis. New York: Interscience Publishers; 1954. p. 357-424.

21.  Fujino Y, Goddon S, Chiche JD, Hromi J, Kacmarek RM. Partial liquid
ventilation ventilates better than gas ventilation. Am J Respir Crit Care Med.
2000 Aug;162(2 Pt 1):650-7.

22. Barklin A. Systemic inflammation in the brain-dead organ donor. Acta
Anaesthesiol Scand. 2009 Apr;53(4):425-35.

23. Takada M, Nadeau KC, Hancock WW, Mackenzie HS, Shaw GD, Waaga
AM, et al. Effects of explosive brain death on cytokine activation of peripheral
organs in the rat. Transplantation. 1998 Jun 27;65(12):1533-42.

24. Skrabal CA, Thompson LO, Potapov EV, Southard RE, Joyce DL,
Youker KA, et al. Organ-specific regulation of pro-inflammatory molecules in
heart, lung, and kidney following brain death. J Surg Res. 2005 Jan;123(1):118-
25.

25. McLean KM, Duffy JY, Pandalai PK, Lyons JM, Bulcao CF, Wagner CJ,
et al. Glucocorticoids alter the balance between pro- and anti-inflammatory
mediators in the myocardium in a porcine model of brain death. J Heart Lung
Transplant. 2007 Jan;26(1):78-84.

26. Van Bakel AB, Pitzer S, Drake P, Kay NA, Stroud M, Sade RM. Early
hormonal therapy stabilizes hemodynamics during donor procurement.
Transplant Proc. 2004 Nov;36(9):2573-8.

27. Venkateswaran RV, Patchell VB, Wilson IC, Mascaro JG, Thompson RD,
Quinn DW, et al. Early donor management increases the retrieval rate of lungs
for transplantation. Ann Thorac Surg. 2008 Jan;85(1):278-86; discussion 86.

28. Rosendale JD, Kauffman HM, McBride MA, Chabalewski FL, Zaroff JG,
Garrity ER, et al. Aggressive pharmacologic donor management results in more
transplanted organs. Transplantation. 2003 Feb 27;75(4):482-7.



83

29. Kutsogiannis DJ, Pagliarello G, Doig C, Ross H, Shemie SD. Medical
management to optimize donor organ potential: review of the literature. Can J
Anaesth. 2006 Aug;53(8):820-30.

30. Faropoulos K, Apostolakis E. Brain death and its influence on the lungs
of the donor: how is it prevented? Transplant Proc. 2009 Dec;41(10):4114-9.

31.  Fisher AJ, Donnelly SC, Hirani N, Burdick MD, Strieter RM, Dark JH, et
al. Enhanced pulmonary inflammation in organ donors following fatal non-
traumatic brain injury. Lancet. 1999 Apr 24;353(9162):1412-3.

32.  Avlonitis VS, Kirby JA, Dark JH. The effect of time from donor brain death
to retrieval on reperfusion injury after lung transplantation. J Heart Lung
Transplant. 2005;24(2S):5121.

33. Zweers N, Petersen AH, van der Hoeven JA, de Haan A, Ploeg RJ, de
Leij LF, et al. Donor brain death aggravates chronic rejection after lung
transplantation in rats. Transplantation. 2004 Nov 15;78(9):1251-8.

34. Kolkert JL, t Hart NA, van Dijk A, Ottens PJ, Ploeg RJ, Leuvenink HG.
The gradual onset brain death model: a relevant model to study organ donation
and its consequences on the outcome after transplantation. Lab Anim. 2007
Jul;41(3):363-71.

35. Yildirim E, Kaptanoglu E, Ozisik K, Beskonakli E, Okutan O, Sargon MF,
et al. Ultrastructural changes in pneumocyte type Il cells following traumatic
brain injury in rats. Eur J Cardiothorac Surg. 2004 Apr;25(4):523-9.

36. Lentsch AB, Ward PA. Regulation of experimental lung inflammation.
Respir Physiol. 2001 Oct;128(1):17-22.

37. Yang G, Hamacher J, Gorshkov B, White R, Sridhar S, Verin A, et al.
The Dual Role of TNF in Pulmonary Edema. J Cardiovasc Dis Res. 2010
Jan;1(1):29-36.

38. Persson HL, Vainikka LK. TNF-alpha preserves lysosomal stability in
macrophages: a potential defense against oxidative lung injury. Toxicol Lett.
2010 Feb 1;192(2):261-7.



84

FIGURES

0,5 1
0,4 1
0,3 1
0,2 1

U/mg of protein

0,1 1

BD sham mt5 mt60
Group
Figure 1. Oxidative stress and brain death. There was a significant increase in
lipid peroxidation using TBARS assay in mt5 and mt60 groups (* p<0.001) when
compared to sham and BD groups. Values are expressed at mean * standard

error of the mean.
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Figure 2. Histological Score and microscopic optical analysis of hematoxylin-
eosin stain. No significant difference was observed between the groups. The
most predominant finding was mild focal alveolar collapse. Values are

expressed at mean + standard error of the mean. Magnification 400X.
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Figure 3. Pulmonary TNF-a quantification. There was a significant increase in
TNF-a in BD group when compared to mt5 and mt60 groups. (* p<0.001)

Values are mean + standard error of the mean.
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7. Conclusao

A administracdo precoce ou tardia de metilprednisolona em modelo de
morte encefalica apresenta efeitos semelhantes sobre atividade inflamatéria e

estresse oxidativo em pulmdes de ratos.
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8. Consideracgoes Finais

Com o objetivo de avaliar o efeito da administragao de metilprednisolona
na viabilidade pulmonar de ratos submetidos a morte encefalica,
primeiramente, tivemos de estabelecer um modelo de morte encefalica factivel
em nosso laboratério de experimentacdo animal. Dessa forma, em uma
primeira fase do estudo foi necessario aprimorar a técnica cirurgica e o
diagndstico de morte encefalica em ratos até torna-lo um modelo reprodutivel
€m nosso meio.

Demonstramos, pela primeira vez na literatura, que uma administracao
tardia de metilprednisolona apresenta efeitos semelhantes que a administragao
precoce com relacdo a viabilidade pulmonar nesse modelo de morte encefalica.

Este trabalho forneceu importantes informagdes sobre a utilizacdo da
metilprednisolona em modelo de morte encefalica em ratos e possivelmente
impulsionara novos estudos para testar sua aplicabilidade em modelos animais
de grande porte. Além disso, estabeleceu o modelo de morte encefalica em
nosso laboratério, determinando o uso desse importante modelo nos préximos
estudos experimentais relacionados a transplante pulmonar e viabilidade

pulmonar.



