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RESUMO

Introdugdo: a Morte Encefalica (ME) é consequéncia de um processo de lesao
encefdlica grave que resulta em isquemia sistémica, iniciando uma cascata
inflamatéria com aumento de lactato, interleucinas 6 (IL-6) e 10 (IL-10), fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) e outros marcadores inflamatérios. Pacientes em ME sao
candidatos a doacéo de 6rgaos, fato que torna importante a compreenséo do processo
fisiopatoldgico deste evento, bem como a instituigdo de condutas adequadas a fim de
manter o potencial doador. Sabe-se que, a ME isoladamente € um fator de risco para
pior progndstico pés-transplante, tendo em vista que, receptores de doadores vivos
apresentam menores taxas de complicacées quando comparados a doadores em ME.
Acredita-se, atualmente, que a base dessa manutengcdo seja o controle e a
estabilidade hemodinamica. Objetivos: analisar o padrdo de resposta inflamatéria
sérica e in situ em coelhos submetidos a morte encefalica e correlacionar com as
diferentes propostas terapéuticas utilizadas. Materiais e Método: Vinte coelhos
machos Nova Zelandia foram divididos em 4 grupos (n=5): sham (craniotomia +
sedacéo), controle (indugcdo de ME + infusdo de cristaloides), suporte basico (ME +
infusdo de cristaloides e noradrenalina (NA)), suporte avangado (ME + infusdo de
cristaloides + vasopressina + levotiroxina + metilprednisolona + NA). Os animais foram
acompanhados por quatro horas com monitorizagao continua e coleta de sangue nos
momentos: indugao anestésica e 4 horas apdés a ME para analise sérica da IL-6 e
TNFa. Apds o término do estudo, coragao, pulmbes, figado e rins foram retirados e
analisados utilizando imunoistoquimica (IL-6 e IL-10, TNFa e antigeno leucocitario
humano (HLA)). Resultados: Na avaliagdo dos marcadores inflamatorios séricos, IL-
6 e TNFa nao houve diferengca com significAncia estatistica em nenhum dos
parametros avaliados (p=0,47 e p=0,86). Na analise dos marcadores inflamatdrios in
situ, houve diferenga estatistica na comparagéo entre os animais do grupo sham e
suporte basico nas laminas de coragao em relagdo aos marcadores IL-6 (p=0,047) e
TNFa (p=0,005), tendo os animais do grupo sham apresentado valores médios
inferiores ao suporte basico. Os demais marcadores e 6rgdos nao apresentaram
diferencga estatistica em suas comparacgdes. Conclusao: Neste estudo, a estratégia
de manejo clinico de suporte avangado ndo demonstrou menor reagao inflamatéria
sérica e in situ quando comparada a outras modalidades de manuteng¢ao do potencial
doador. Observou-se que, 0s animais do grupo suporte basico apresentaram niveis
mais elevados de marcadores inflamatérios quando comparados ao grupo sham,
demonstrando que o emprego de manejo clinico pautado no uso de solugao fisiolégica
pode ser superior ao uso de drogas vasoativas.

Palavras-chave: Morte Encefélica. Potencial Doador de Orgdos. Transplante.
Inflamacéo.



ABSTRACT

Introduction: brain death (BD) is a consequence of a severe brain injury process that
results in systemic ischemia, initiating an inflammatory cascade with increased lactate,
interleukin 6 (IL-6) and interleukin 10 (IL-10), tumor necrosis factor alpha (TNFa) and
other inflammatory markers. Patients in brain death (BD) are candidates for organ
donation, fact that makes important to understand the pathophysiological process of
this event, as well as the establishment of appropriate conducts in order to maintain
the potential donor. Brain death itself is known to be a risk factor for worse post-
transplant prognosis, considering that receptors of living-donors have lower
complication rates when compared to brain-death donors. Currently, it is believed that
the basis of the maintenance is control and hemodynamic stability. Objectives: To
analyze the pattern of serum and in situ inflammatory response in rabbits submitted to
brain death and correlate them with the different therapeutic proposals used in each
group. Materials and Method: Twenty male New Zealand rabbits were divided into 4
groups (n=5): sham (craniotomy + sedation), control (BD induction + crystalloid
infusion), basic support (BD + crystalloid infusion and noradrenaline (NA)), advanced
support (BD + crystalloid infusion + vasopressin + levothyroxine + methylprednisolone
+ NA). The animals were followed for four hours with continuous monitoring and blood
collection at moments at the time: anesthetic induction and 4 hours after BD for serum
analysis of interleukin 6 and TNF alpha (TNFa). After completion of the study, heart,
lungs, liver and kidneys were removed and analyzed using immunohistochemistry
(Interleukins 6 and 10, TNFa and HLA). Results: In the evaluation of serum
inflammatory markers IL-6 and TNFa there was no statistically significant difference in
any of the evaluated parameters (p=0,47 and p=0,86). In the analysis of in situ
inflammatory markers, there was a statistical difference in the comparison between the
animals of sham group and basic support in heart slides in relation to IL-6 (p=0,047)
and TNFa (p=0,005) markers, however sham group presented lower mean values than
basic support group. Other markers and organs showed no statistical difference in their
comparisons. Conclusions: In this study, the strategy of advanced clinical
management support did not show a lower serum and in situ inflammatory reaction
when compared to other modalities of potential donor maintenance. Animals from
basic support group presented higher levels of inflammatory markers when compared
to sham group, demonstrating that clinical management based on the use of
physiological can be superior to vasoactive drugs.

Keywords: Brain death. Potential organ donor. Transplant. Inflammation
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1 INTRODUGCAO

A evolucao da Medicina, durante o ultimo século, trouxe avancos esperados
ha centenas de anos, dentre esses o Transplante de Orgdos (TO) e tecidos, uma das
mais revolucionarias descobertas da época. Todos os anos de pesquisa e trabalho
de diversos cientistas em todo mundo culminaram nos primeiros transplantes de
orgaos bem-sucedidos em humanos, na década de 1950. Com esse feito, o curso
natural de varias doencas estaria prestes a se modificar e isso alteraria drasticamente
o modo como os seres humanos encarariam seus conceitos de corpo, vida e morte '~
3.

Na década seguinte, os pesquisadores perceberam que apenas o transplante
in vivo ndo seria suficiente para suprir as demandas dos pacientes. Essa necessidade
levou a busca por solugdes, ndo sO para os problemas relacionados a quantidade,
como também a variedade de 6rgaos a serem transplantados, sendo que, até aquele
momento, o Unico transplante realizado era o renal com doadores vivos. Dessa forma,
alguns cirurgides passaram a realizarem transplantes com doadores falecidos,
porém, com taxas de insucesso extremamente elevadas. De modo paralelo, surgiu
de forma controversa no meio cientifico o conceito de Morte Encefalica (ME),
mudando drasticamente a disponibilidade de érgaos para transplante '2.

A ME é consequéncia de um processo de lesdo encefalica grave que culmina
em isquemia sistémica, gerando processo inflamatério e aumento de lactato,
interleucinas; fator de necrose tumoral alfa (TNFa); proteina C reativa (PCR) e
procalcitonina. Uma vez que, os pacientes em ME sido candidatos a doacido de
orgaos, a compreensao do processo fisiopatolégico desse evento, bem como a
instituicdo de condutas adequadas, a fim de manter o potencial doador se tornam
extremamente importantes.*

Ha poucas informacdes disponiveis sobre como estabelecer uma terapéutica
para manter o potencial doador e orientacdes formais sdo escassas '°°. Acredita-se,
porém, que o potencial doador seja mantido com a estabilidade hemodinamica,
reposicao hormonal tireoidiana e de corticoides; ventilagdo mecéanica, manejo da
glicemia e de possiveis infecgdes ou arritmias. A comprovagéo de que tais medidas
possam controlar a resposta inflamatoria e proteger os 6rgados a serem doados seria

um estimulo ao emprego delas a beira do leito 478



Mesmo com o aumento no numero de potenciais doadores notificados,
doadores efetivos e até mesmo de transplantes efetivos nos ultimos 7 anos, a
discrepancia entre a oferta e demanda continua sendo um grande problema de saude
publica 4°. Apenas no Brasil, em 2018, mais de 33.000 pacientes aguardavam na fila
de espera para TO; nesse mesmo ano foram realizados pouco mais de 8.500 TO em
todo pais, sendo que destes, mais de 85% foram provenientes de doadores em Morte
Encefalica °.

Dessa forma, existe a necessidade de se esclarecer a resposta inflamatéria
nas diversas modalidades de cuidados aos pacientes em morte encefalica e
potenciais doadores de 6rgaos e, além disso, definir a melhor estratégia para
aperfeigcoar o processo de cuidados na doagao e transplante de 6rgaos, ja que nao

existem na literatura estudos que contemplem esse assunto %12,



2 JUSTIFICATIVA

A escassez de informacdes na Literatura Cientifica sobre o protocolo ideal de
manutengao do potencial doador de 6rgaos e o grande problema de saude publica,
ilustrado pelo insuficiente numero de 6rgaos a serem doados, demonstram a
necessidade de esclarecer as repercussoes inflamatérias nas diversas modalidades
de cuidados aos pacientes em Morte Encefalica e potenciais doadores de érgéaos,
bem como definir a melhor estratégia para aperfeicoar o processo de cuidados na

doagao e transplante de 6rgaos.



3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Comparar as alteragdes inflamatérias causadas pela inducido de Morte

Encefalica em animais submetidos a diferentes terapias de manutencao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sao:
a) Verificar a resposta inflamatéria sérica em animais submetidos a morte encefalica
€ comparar com 0s animais que receberam terapia de manutengao
b) Comparar as repercussodes inflamatérias in situ nos érgaos-alvo (rins, figado,

coragao e pulmdes) entre as diferentes modalidades de terapia de manutencgao.

3.3. HIPOTESE
O controle hemodinamico mais abrangente resulta em uma menor resposta

inflamataéria sérica e in situ.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1. MORTE ENCEFALICA

A primeira definicdo aceita de ME surgiu em Boston no ano de 1968, quando
um Comité ad hoc da Universidade de Harvard, criou o termo ME e o definiu como
“abolicao da funcdo do encéfalo, tronco e frequentemente medula espinhal”. Além
destes critérios, o Comité acrescentou medidas de controle, a fim de evitar fatores de
confusdo, como uso de drogas sedativas e alteragdes de temperatura *313,

O artigo original gerado por este Comité também foi uma das primeiras
publicagdes na histéria a questionar o conceito de ME no seu sentido legal, e
utilizando dois exemplos de processos julgados, pouco tempo antes de sua
publicagdo, demonstrou o quanto eram discrepantes e subjetivas as defini¢des de
morte, reafirmando a importancia de se estabelecer de forma criteriosa e clara a
definicdo da ME e por consequéncia critérios para emissado do atestado de 6bito legal
13_

No Brasil, essa definicdo foi utilizada por muitos anos, quando em 1997 a
Resolucdo 1480/97 do Conselho Federal de Medicina (CFM), definiu ME como
parada total e irreversivel das fungdes encefalicas, de causa conhecida e constatada
de modo indiscutivel, caracterizada por coma aperceptivo, com auséncia de resposta
motora supra espinhal e apneia 4.

Em 2002, Wijdicks avaliou dados sobre ME em 80 (42%) paises dos 189, até
entdo, registados na Organizag¢ao das Nagdes Unidas (ONU). Em seu estudo, dos 80
paises avaliados, apenas 55 (69%) apresentavam alguma norma oficial ou lei
especifica para ME, enquanto cerca de 70 paises possuiam algum tipo de diretriz ou
codigo de pratica para ser aplicado frente ao paciente em ME '°.

Neste mesmo estudo, um fator que apresentava claramente uma discordancia
entre as diretrizes adotadas era a quantidade de médicos necessarios para o
diagndstico da Morte Encefalica, sendo que em 31 paises (44%) apenas um médico
seria suficiente para firmar o diagndstico, seguido por 24 paises (34%) onde seriam
necessarios ao menos dois meédicos para o diagnéstico e 11 diretrizes (16%), onde
seriam necessarios de dois a quatro médicos para efetuar o diagndstico, sendo que

quatro diretrizes nédo especificavam este nimero '°.



Em 2017, aproximadamente 15 anos ap6so estudo publicado por Wijdicks, o
CFM acrescentou em sua resolugdo que, obrigatoriamente, a lesdo encefélica
apresentada deveria ser de causa conhecida, irreversivel e capaz de causar ME.
Além disso, ndao poderiam estar presentes fatores trataveis que confundiriam o seu
diagndstico e seria necessario um periodo minimo de observagao para a constatagao
da morte, que variava de acordo com a faixa etaria do paciente. O CFM também
definiu que, o protocolo de ME deveria ser obrigatoriamente realizado por dois
médicos treinados, sem qualquer tipo de beneficio secundario ou vinculos com
servicos de transplantes’®.

Essas atualizacbes permitiram a evolucdo e modernizacdo da notificagcdo do
potencial doador no pais, fato extremamente importante, visto que, a grande maioria
dos transplantes realizados no mundo provém de enxertos de doadores em ME,
sendo necessario, portanto, reconhecer e confirmar o diagnéstico da ME o mais

brevemente possivel 720,

4.2. DOACAO E TRANSPLANTE DE ORGAOS

Em todo o mundo, governos, organizagdes e associagdes se unem para
melhorar o atual cenario das filas de transplante. Ainda sim, existe uma grande
desproporgao entre a lista de pacientes que necessitam de transplante de 6rgaos e a
disponibilidade desses para doagédo. Esse problema tem um carater global e
gravemente impactante, dessa forma, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
publicou um estudo demostrando que, em 2015, menos de 10% da necessidade
global de transplantes foi atendida, apesar de terem sido realizados 126.670
transplantes de érgaos sélidos em todo o mundo %21,

Nesse contexto, depara-se com uma série de fatores que criam barreiras ao
transplante de érgdos no Brasil e no mundo, como falta de padronizagdo de
protocolos para o diagnodstico de morte cerebral; falta de reconhecimento dessa
condigao pelos proprios médicos e equipes de saude; existéncia de trafico de érgéaos;
comunicacao inadequada entre equipe de assisténcia e familia e a falha na
manutengao clinica do potencial doador 78?223, Todos esses fatores contribuem de
forma direta ou indireta para o aumento do numero de dias de internamento, custos

com o tratamento e, principalmente, para o aumento de taxas de rejeigdo’"2425,



Ainda assim, o Brasil possui, atualmente, um dos maiores servigos publicos de
transplante do mundo, contando com diversos hospitais e centros de alta
complexidade; apoio aéreo das forgcas armadas e convénios com companhias aéreas
para transporte e remogao de 6rgaos e pacientes; laboratérios de alta performance
integrados e um sistema de ambulatérios especializados com disponibilizagao

gratuita de medicamentos para os pacientes transplantados 26.

4.3. REPERCUSSOES DA MORTE ENCEFALICA

Como relatado anteriormente, desde o inicio das pesquisas com transplantes,
sabe-se que a ME por si sé é fator de risco para disfungdes organicas no pré-
transplante, reduzindo drasticamente as taxas de sucesso do procedimento em
pacientes receptores de doadores cadavéricos. Isso ocorre pela cascata de eventos
e processos que se iniciam apdés uma lesdao neuroldgica grave. Esses eventos
provocam a chamada “tempestade autondémica”, caracterizada por hipertensao
intracraniana e hipertensdo sistémica grave. Esse fendmeno é conhecido como
resposta de Cushing e consiste da triade composta por herniagdo cerebral,
bradicardia transitéria e instabilidade hemodinamica;essa ultima associada a faléncia
multipla de érgdos e uma intensa atividade inflamatéria sistémica 452527,

Murugan et al. realizaram um estudo entre 2006 e 2007, no qual vinte e um
pacientes declarados como potenciais doadores tiveram suas funcdes
hemodinamicas e inflamatérias acompanhadas (TNFa, IL-6 e IL-10). Os marcadores
inflamatdrios eram avaliados em dois momentos, depois de quatro horas apés a
declaragao do potencial doador e a segunda coleta imediatamente antes da cirurgia
para captacdo. Apds a analise dos dados foi observado que, os pacientes que eram
responsivos a volume apresentavam niveis séricos mais elevados das citocinas
avaliadas. Os autores também constataram que, os pacientes que apresentaram essa
maior responsividade a volume e, por consequéncia uma maior hipovolemia, doaram
menos Orgaos que os pacientes que mantiveram um melhor controle hemodinamico.
Com esses dados em maos, puderam afirmar que, a hipovolemia estaria associada a
uma maior atividade inflamatéria e consequente redugdo no numero de dérgaos

doados 28,



O principal desafio na manutencao do potencial doador é a instabilidade
hemodinamica, dividida didaticamente em dois momentos. O primeiro é caracterizado
como fase hipertensiva, que ocorre pela grande liberagdo de catecolaminas apos a
agressao cerebral, na tentativa de melhorar o fluxo sanguineo para o encéfalo. Essas
catecolaminas provocam vasoconstricdo periférica, diminuindo a oferta de oxigénio
aos orgaos e iniciando um quadro de acidose metabdlica. Entretanto, a tempestade
adrenérgica ndo consegue se sustentar por muito tempo, e entédo, a segunda fase se
instala por meio de hipotensdo gerada por uma vasodilatagdo reflexa. Os baixos
niveis de catecolaminas levam a um baixo débito cardiaco, que passa a ser o
responsavel pela hipdxia, piorando o quadro de acidose. A agressao causada pelos
baixos niveis de oxigénio e a redugao do pH desencadeiam uma resposta inflamatdria
17,29,30_

A resposta inflamatéria, por sua vez, segue uma cascata, com a liberagao de
diversas citocinas, tais quais interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-
10 (IL-10), TNFa e outros mediadores, como a proteina C reativa (PCR) e
procalcitonina, além do aumento de moléculas de adesado celular e infiltragcao
leucocitaria nos orgaos. Nao existe uma sequéncia bem definida dessa cascata
inflamatdria, porém, tem sido proposto que a IL-6 e o TNFa tenham funcdes
predominantes e sejam os principais mediadores inflamatérios da ME. Essa complexa
rede de processos de agressao aos érgaos também conta com um fator metabdlico,
causado pelos baixos niveis séricos de hormoénio tireoidiano (T3) e de
corticosteroides, que colaboram para o aumento da resposta inflamatdéria sistémica e
pioram o quadro de instabilidade hemodinamica 617:31-34,

Um dos estudos que comprovam o papel importante da reposi¢cao hormonal na
ME foi realizado por Hing et al. Em seu experimento, 22 porcos foram divididos em 2
grupos: grupo controle (GC) e grupo reposi¢ao hormonal (RH). Todos os animais
receberam a indugao da ME e na sequéncia, apds a estabilizacao clinica pdés-ME, os
animais do grupo RH foram mantidos com o suporte basico (fluidos e noradrenalina),
além de reposigcdo hormonal com horménio tireoidiano, corticoides, insulina e
vasopressina, enquanto os animais do GC receberam apenas o suporte basico. Apos
avaliacdes seriadas divididas entre a indu¢do da ME, 3 e 6 horas apés a ME, os
autores conseguiram observar que no periodo final do experimento o grupo RH
apresentou um uso menor de noradrenalina, como também niveis mais elevados de

Presséo Arterial Média (PAM) e uma melhor contratilidade cardiaca. Ficando claro,



portanto, que no modelo experimental utilizando a reposicdo hormonal houve
associagao com melhor controle hemodinamico e melhora na fungao cardiaca.

Além desses mecanismos, recentemente foi descoberto uma nova cascata
iniciada a nivel molecular que resulta em uma macica liberagao de substancias que
elevam os niveis de estresse oxidativo, e assim, aumentam ainda mais a liberacéo
de citocinas inflamatdrias 2.

Wang et al. demonstraram em um estudo experimental com camundongos que
proteinas dissulfeto isomerases (PDls) como a PDIA3, estariam diretamente ligadas
a ativacdo e modulacdo de respostas inflamatorias na lesdo encefalica, além de
possuirem papel importante no mecanismo de apoptose celular e estresse oxidativo.
Além disso, o estudo evidenciou que a supressido do PDIA3 foi capaz de atenuar a
resposta inflamatoria e a liberagdo de espécies reativas de oxigénio 2.

Atualmente é comprovado que, a uniformizagdo de condutas no manejo do
potencial doador resulta em maior quantidade de érgéos disponiveis para doagao,
menores taxas de complicacbes poés-transplante e melhor desfecho. Tem sido
proposto que esses resultados tenham relacdo com uma acgao anti-inflamatdria
proporcionada pelo efeito conjunto de ventilagdo mecanica protetora, controle
hemodindmico adequado e uso de terapia hormonal combinada #17:35-37,

O objetivo principal da terapia de manutengao é justamente controlar os danos
causados pela instabilidade hemodinamica e deficiéncia hormonal, que sdo os
principais agentes agravantes da resposta inflamatéria. Os poucos estudos
disponiveis sobre o tema recomendam o uso de vasodilatadores (para hipertensao
arterial grave), reposicdo volémica com solugédo salina isotdnica para hipotensao,
vasopressores como a vasopressina (potente vasoconstritor da musculatura lisa
vascular) nos casos de hipotensao refrataria, tratamento de arritmias, reposi¢cao de
horménio tireoidiano e corticoides. Além disso, sugerem tratamento precoce de
infecgdes, uso de ventilagdo mecanica protetora, prevencao de diabetes insipidus e
controle agressivo da glicemia. Todas essas medidas visam reduzir os danos
causados pela hipoperfusdo dos 6rgédos e pela atividade inflamatéria, e

consequentemente, melhorar a condigao do 6rgao a ser transplantado #17:31:36.37
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5 ARTIGO

TERAPIA DE MANUTENGAO EM MORTE ENCEFALICA NAO REDUZ A
RESPOSTA INFLAMATORIA EM MODELO EXPERIMENTAL EM COELHOS
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Conceigao, 1155, Laboratoério de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental — Bloco Verde, CEP 80.215-901 —
Curitiba, Parana, Brasil.

Introducgao: A Morte Encefalica (ME) é consequéncia de um processo de lesdo encefalica grave
que resulta em isquemia sistémica, iniciando uma cascata inflamatéria com aumento de lactato,
interleucinas 6 (IL-6) e 10 (IL-10), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e outros marcadores
inflamatodrios. Pacientes em ME s&o candidatos a doagéo de 6rgaos, fato que torna importante a
compreensao do processo fisiopatolégico deste evento, bem como a instituigdo de condutas
adequadas, a fim de manter o potencial doador. Sabe-se que, a ME isoladamente é um fator de
risco para pior prognéstico pds-transplante, tendo em vista que, receptores de doadores vivos
apresentam menores taxas de complicacdes quando comparados a doadores em ME. Acredita-
se, atualmente, que a base dessa manutencdo seja o controle e a estabilidade hemodinamica.
Objetivos: Analisar o padrao de resposta inflamatéria sérica e in situ em coelhos submetidos a
morte encefalica e correlacionar com as diferentes propostas terapéuticas utilizadas. Materiais e
Método: Vinte coelhos machos Nova Zelandia foram divididos em 4 grupos (n=5): sham
(craniotomia + sedagao), controle (indugdo de ME + infus&o de cristaloides), suporte basico (ME
+ infusdo de cristaloides e noradrenalina (NA)), suporte avangado (ME + infusao de cristaloides +
vasopressina + levotiroxina + metilprednisolona + NA). Os animais foram acompanhados por
quatro horas com monitorizagao continua e coleta de sangue nos momentos: indugéo anestésica
€ 4 horas ap6s a ME para analise sérica da IL-6 e TNFa. Apds o término do estudo, coracao,
pulmdes, figado e rins foram retirados e analisados utilizando imunoistoquimica (IL-6 e IL-10,
TNFa e antigeno leucocitario humano (HLA)). Resultados: Na avaliagdo dos marcadores
inflamatorios séricos, IL-6 e TNFa nao houve diferenga com significancia estatistica em nenhum
dos parémetros avaliados (p=0,47 e p=0,86). Na analise dos marcadores inflamatérios in situ,
houve diferenga estatistica na comparagao entre os animais do grupo sham e suporte basico nas
laminas de coragdo em relagdo aos marcadores IL-6 (p=0,047) e TNFa (p=0,005), tendo os
animais do grupo sham apresentado valores médios inferiores ao suporte basico. Os demais
marcadores e 6rgaos nao apresentaram diferenga estatistica em suas comparagdes. Conclusao:
Nesse estudo, a estratégia de manejo clinico de suporte avangado ndo demonstrou menor reagao
inflamatéria sérica e in situ quando comparada a outras modalidades de manutencao do potencial
doador. Observou-se que, os animais do grupo suporte basico apresentaram niveis mais elevados
de marcadores inflamatoérios; quando comparados ao grupo sham, demonstrando que, 0 emprego
de manejo clinico pautado no uso de solugéo fisiolégica pode ser superior ao uso de drogas
vasoativas.

Palavras-chave: Morte encefalica. Potencial doador de 6rgaos. Transplante. Inflamagao.



11

1. INTRODUCAO

A evolucao da Medicina, durante o ultimo século, trouxe avancos esperados
ha centenas de anos. Dentre esses avancos, o Transplante de Orgéos (TO) e tecidos
foram uma das mais revolucionarias descobertas do ultimo século. Todos os anos de
pesquisa e trabalho de diversos cientistas em todo mundo culminaram nos primeiros
transplantes de 6rgaos bem-sucedidos em humanos, na década de 1950. Com esse
feito, o curso natural de varias doencas estaria prestes a se modificar, e isso alteraria
drasticamente o modo como o0s seres humanos encarariam seus conceitos de corpo,
vida e morte 3.

Na década seguinte, os pesquisadores perceberam que apenas o transplante
in vivo nao seria suficiente para suprir as demandas dos pacientes. Essa necessidade
levou a busca por solucdes, ndo so para problemas relacionados a quantidade, como
também a variedade de 6rgdos a serem transplantados, sendo que, até aquele
momento, o Unico transplante realizado era o renal com doadores vivos. Dessa forma,
cirurgides passaram a realizar transplantes com doadores falecidos, porém, com
taxas de insucesso extremamente elevadas. De modo paralelo, surgiu de forma
controversa no meio cientifico o conceito de Morte Encefalica (ME), possibilitando
uma mudanga drastica na disponibilidade de 6rg&os para transplante 2.

A ME é consequéncia de um processo de lesao encefalica grave que culmina
em isquemia sistémica, gerando processo inflamatério e aumento de lactato,
interleucinas; fator de necrose tumoral alfa (TNF); proteina C reativa (PCR) e
procalcitonina. Uma vez que, os pacientes em ME sido candidatos a doacido de
orgaos, a compreensao do processo fisiopatolégico desse evento, bem como a
instituicdo de condutas adequadas, a fim de manter o potencial doador se tornam
extremamente importantes.

Ha poucas informacdes disponiveis sobre como estabelecer uma terapéutica
adequada para manter o potencial doador, além disso, orientagdes formais sao
escassas 8. Acredita-se, porém, que o potencial doador seja mantido com a
estabilidade hemodinamica, reposicdo hormonal tireoidiana e de corticoides;
ventilacdo mecéanica, manejo da glicemia e de possiveis infec¢gdes ou arritmias. A
comprovacdo de que tais medidas possam controlar a resposta inflamatéria e
proteger os 6rgaos a serem doados seria um estimulo ao emprego delas a beira do

leito 478,
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Mesmo com o aumento no numero de potenciais doadores notificados,
doadores efetivos e até mesmo de transplantes efetivos nos ultimos 7 anos, a
discrepancia entre a oferta e demanda continua sendo um grande problema de saude
publica 4°. Apenas no Brasil, em 2018, mais de 33.000 pacientes aguardavam na fila
de espera para TO; nesse mesmo ano foram realizados pouco mais de 8.500 TO em
todo pais, sendo que destes, mais de 85% foram provenientes de doadores em morte
encefalica °.

Dessa forma, é clara a necessidade de se esclarecer a resposta inflamatéria
nas diversas modalidades de cuidados aos pacientes em morte encefadlica e
potenciais doadores de 6rgaos e, além disso, definir a melhor estratégia para
aperfeigcoar o processo de cuidados na doagao e transplante de 6rgaos, ja que nao

existem na literatura estudos que contemplem esse assunto %12,

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Comparar as alteragdes inflamatérias causadas pela inducdo de Morte

Encefalica em animais submetidos a diferentes terapias de manutencao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do trabalho sao:
a) Verificar a resposta inflamatéria sérica em animais submetidos a Morte Encefalica
€ comparar com 0s animais que receberam terapia de manutencao; e
b) Comparar as repercussodes inflamatérias in situ nos 6rgaos-alvo (rins, figado,

coragao e pulmdes) entre as diferentes modalidades de terapia de manutencgao.
2.3. HIPOTESE
Acredita-se que o controle hemodindmico mais abrangente resulte em uma

menor resposta inflamatéria sérica e in situ.
3. MATERIAIS E METODO
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3.1. ANIMAIS E PROCEDIMENTOS ETICOS

Foram utilizados 20 coelhos machos, da linhagem Nova Zelandia, com peso
entre 4 e 5 Kg e aproximadamente 5 meses de idade. Os procedimentos cirurgicos
foram executados de acordo com os principios éticos para experimentagcdo em
animais instituidos pela Lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008. O estudo foi
realizado apds a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o
numero 01153-2017 (Anexo 01). Em todas as fases do Trabalho foram utilizadas as
normas e recomendacgdes do guideline para estudos em animais ARRIVE 3,

Os animais foram transferidos por via terrestre ao Laboratério de Técnica
Operatoria e Cirurgia Experimental, cerca de 12 horas antes do inicio do experimento
cirurgico. Durante esse periodo, os coelhos foram mantidos em um ciclo de noite/dia
de 12 horas, em ambiente com controle de ruidos, temperatura de 22°C e 60% de
umidade, em gaiolas proéprias e individuais. Os animais foram alimentados com ragao

padronizada e agua ad libitum até 12 horas antes da indugao anestésica.

3.2. GRUPOS

Os 20 animais foram numerados aleatoriamente e divididos por sorteio em 4
grupos (n=5):

. Grupo sham: anestesia + intubacgao/ventilagdo + craniotomia + infuséo
de cloreto de sodio 0,9% em bolus caso hipotenséao (limite 40mg/Kg);

. Grupo controle: anestesia + intubacgao/ventilacdo + craniotomia +
inducdo da ME + infusédo de cloreto de sédio 0,9% em bolus caso hipotenséo (limite
40mg/Kg);

. Grupo suporte basico: anestesia + intubacao/ventilagao + craniotomia +
inducdo da ME + infusédo de cloreto de sédio 0,9% em bolus caso hipotenséo (limite
40mg/Kg) + infusdo continua de noradrenalina 0,05-2 mcg/Kg/min se instabilidade
hemodinamica;

. Grupo suporte avangado: anestesia + intubacdo/ventilacdo +
craniotomia + inducdo da ME + infusdo de cloreto de sédio 0,9% em bolus caso
hipotensdo (limite 40mg/Kg) + infusdo continua de vasopressina 0,04 U/h apés

primeiro bolus de cloreto de sddio 0,9% + metilprednisolona (15 mg/kg) + levotiroxina
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(4 mg/kg) + noradrenalina 0,05-2 mcg/kg/min em caso de instabilidade hemodinamica

refrataria;

3.3. PROCEDIMENTOS

A anestesia foi induzida com quetamina 35 mg/kg e xilazina 5 mg/kg, seguida
de intubagéo orotraqueal com videolaringoscopio e ventilagdo mecénica (Figura 01).
A analgesia foi realizada com dipirona endovenosa (500mg/ml) 25mg/kg. Todos os
animais foram ventilados na modalidade pressao controlada utilizando um ventilador
Puritan Bennett LP Achieva PS Ventilator®, com pressao de pico inspiratério de 20
cm H20, fragao inspirada de oxigénio (FIO2) de 100%, frequéncia respiratéria de 50

ciclos/min e presséo positiva expiratéria final (PEEP) de 8 cmH20%°.

v 4

Figura 01. Posicionamento do animal para intubagéo orotraqueal.

Duas veias periféricas foram puncionadas nos membros inferiores e a artéria
média da orelha foi canulada para monitorizagao continua da presséao arterial.

Todos os animais foram submetidos a anestesia local com 2ml de Lidocaina
2% antes da trepanacéo cirurgica. O procedimento para indu¢ao da ME foi realizado
nos grupos controle, suporte basico e suporte avangado (Figura 02), com a inser¢ao
de um cateter Fogarty® 4 F (Edwards Lifescience LLC, Irvine, CA, USA) pelo orificio
da craniotomia. A inducdo da ME ocorreu pela rapida insuflacido do cateter com 3 ml

de ar 49,
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Figura 02. Pingas hemostaticas afastando pele para inser¢do do cateter

Fogarty® 4 F no local da trepanagao cirurgica.

A ME foi confirmada por meio da observagao de pico hipertensivo, auséncia
de reflexo corneano e midriase bilateral fixa*°.

Apos a indugédo da ME, a anestesia foi suspensa nos grupos controle, suporte
basico e suporte avangado. Os animais do grupo sham receberam doses extras de
anestésico e analgésico para manutencédo do plano anestésico ao longo de todo o
tempo de avaliacéo.

Para evitar hipotermia, os animais foram aquecidos, com colch&o térmico e
compressas quentes, nas patas e orelhas. Todos receberam infusdo das medicagdes
de acordo com o previsto para cada grupo.

Os coelhos foram mantidos sob observagcédo e monitorizagdo clinica, com
controle da Presséo Arterial Média (PAM), Frequéncia Cardiaca (FC), saturacéo de
oxigénio (SatO2) e temperatura retal por 4 horas. O alvo minimo definido da pressao
arterial média (PAM) foi de 65 mm/Hg. Apds esse periodo, foi realizada a eutanasia
com sobredose anestésica (tiopental sodio endovenoso, na dose de 150 mg/kg). Os
orgaos foram retirados e armazenados, em solu¢do de formol 10%, para posterior

analise imunoistoquimica.

3.4. ANALISE LABORATORIAL

As coletas de sangue para analise das citocinas inflamatérias (IL-6 e TNFa)
foram realizadas em dois momentos: imediatamente apds a indugao anestésica e 4
horas apés ME. Foram coletados 1 ml de sangue arterial periférico por amostra.

Todas as amostras foram centrifugadas, separando o plasma do soro. O plasma foi
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acomodado em recipiente individual, identificado e armazenado a — 80°C. Quarenta
dias apdés o término do estudo experimental, as amostras de plasma foram
descongeladas para analise simultanea dos niveis de IL-6 e TNFa. Os kits de ELISA
utilizados foram especificos para coelhos (Cloud-Clone Corp® SEA079Rb e Cloud-
Clone Corp® SEA133Rb). A analise foi executada pelo laboratério Diagndsticos do
Brasil (Sdo José dos Pinhais — PR), por uma profissional especializada na

metodologia.

3.5. ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Os 6rgaos foram retirados em bloco, fotografados e armazenados em
recipientes com formol 10%. Depois de adequada fixacéo, as pecas foram cortadas
com lamina de microtomia e emblocadas em blocos de parafina. Ladminas histoldgicas
de fragmentos de figado, rins, coragao e pulmé&o foram preparadas com corante de
Hematoxilina-Eosina (HE).

As laminas com HE foram utilizadas para marcacao de areas de interesse com
auxilio de um médico patologista. Apés a marcagao, foi realizada comparagéo da
ldmina em HE e os blocos de parafina originais para demarcag¢ao da area de corte
alvo.

Para realizar o corte nos blocos de parafina, foi utilizada uma broca trefina para
0osso de aco inoxidavel de 5.0 mm de didmetro (Neodent®, Curitiba, PR, Brasil)
acoplada a um sistema de alta rotagcdo. Foram extraidas amostras individuais de cada
bloco de parafina e armazenadas em um recipiente tabelado.

Posteriormente, foi realizado o arranjo em matriz de amostras teciduais ou
tissue microarray (TMA). Foi preparado um bloco de TMA para cada 6rgao e aplicados
reagentes imunoistoquimicos de IL-6, IL-10, TNFa e antigeno leucocitario humano
(HLA) nas laminas produzidas. As laminas com imunoistoquimica foram digitalizadas
e fragmentadas em imagens no formato “TIFF”, medindo 1600 pixels por 1200, com
utilizagao do software ZEISS ZEN Blue Edition.

Apos a fragmentacéao, foram selecionadas 20 imagens de cada 6rgao, de cada
animal, para cada um dos 4 marcadores avaliados, obtendo-se um total aproximado
de 6400 fragmentos. Para leitura dos fragmentos foram utilizadas mascaras

elaboradas com auxilio de um médico patologista. Utilizando o soffware Image-Pro
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Plus, foi realizada a leitura das imagens e o armazenamento dos valores obtidos em
tabelas; divididas de acordo com o érgéo e o tipo de reagente utilizado. Apds a analise
de todos os fragmentos, os dados foram agrupados em uma planilha no software

Microsoft Excel versao 16.3 para analise estatistica.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacgao entre grupos, foi aplicado o teste ANOVA One Way + teste
Pos Hoc de Scheffe nas variaveis que apresentaram normalidade e homogeneidade
de variancias. Os parametros que nao preencheram esses critérios foram analisados
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (KW). Foi realizada a comparagao
pareada nas variaveis que apresentaram p<0,05 (nivel de significancia estipulado -
5%). Como foram realizadas comparagdes multiplas, utilizou-se o teste de Bonferroni
para corregao dos niveis de significancia. As analises estatisticas foram realizadas

com o software IBM SPSS Statistics versao 22.0.

4, RESULTADOS

Um animal do grupo controle (B1) apresentou parada cardiaca por
instabilidade hemodinamica na terceira hora da observacao e todos os seus dados

foram excluidos das analises.

4.2. MARCADORES SERICOS

Para avaliar a variagao (delta) dos marcadores séricos inflamatérios durante o
experimento, subtraiu-se dos valores desses marcadores 4 horas pés-ME, os seus
respectivos valores no momento pds-indugao anestésica.

O grafico 01 demonstra as variagbes dos niveis séricos de IL-6 entre os

momentos: pds-indugao anestésica e 4 horas apds a ME de acordo com cada grupo.
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Grafico 01. Variagao IL-6 no estudo demonstrando os valores médios de IL-6

em pg/ml nos grupos sham, ME controle, ME suporte basico e ME suporte avangado

nos momentos pos-indugao anestésica e 4 horas pés-ME.

A tabela 01 demonstra os valores séricos de IL-6 de acordo com o grupo e o

momento. N&o foi observada diferenga significativa entre os grupos.

ANALISE PARAMETROS INFLAMATORIOS INTERLEUCINA 6

; Pré Indugdo Anestésica 4h p6s ME
VARIAVEL GRUPO - — - — - DELTA % p VALOR DELTA
Média Desvio Padrdo  Mediana AlQ Média Desvio Padrdo Mediana AlQ
Sham (n=5) 2,75 2,63 1,67 3,22 4,74 6,62 1,67 7,79 72%
IL-6 Controle (n=4) 1,51 0,09 1,52 0,18 2,08 1,16 1,65 1,94 38% 047
Sup. Bésico (n=5) 3,88 5,40 1,47 6,22 5,93 5,80 2,14 10,64 53% .
Sup. Avangado (n=5) 1,42 0,08 1,37 0,14 2,40 0,49 2,67 0,77 69%

Tabela 01. Analise comparativa dos valores séricos de |IL-6. Divisao entre os

grupos, demostrando o valor da média, desvio padrdo, mediana e amplitude

interquartilica entre os momentos pdés-inducdo — 4h pés-ME. Na coluna Delta % é

possivel avaliar a variacdo entre os momentos e na coluna p valor delta é apresentado

o valor de p para comparacéao global.

O gréfico 02 mostra as variagbes dos niveis séricos de TNFa entre os

momentos pos-indugao anestésica e 4 horas poés-ME de acordo com cada grupo.
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Variagao dos niveis séricos TNF alfa durante o estudo
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Grafico 02. Variacdo TNF x Tempo demonstrando os valores médios de TNF
em pg/ml nos grupos sham, ME controle, ME suporte basico e ME suporte avangado

nos momentos pos-indug¢ao anestésica e 4 horas pés-ME.

Na tabela 02 apresentou os valores séricos de TNF de acordo com o grupo e

o momento. Nao se observa diferencga significativa entre os grupos ou entre o delta.

ANALISE PARAMETROS INFLAMATORIOS - TNF ALFA

i PRE INDUGAO ANESTE E ENCEFAL
VARIAVEL GRUPO RE INDUCAO ANESTESICA 4 HORAS POS MORTE ENCEFALICA

— - - - — - - - DELTA % p VALOR DELTA
Média Desvio Padrdo Mediana AlQ Média Desvio Padréo Mediana AlQ
Sham (n=5) 96,06 20,42 100,90 39,29 88,39 19,08 95,64 28,76 -8%
TNFa Controle (n=4) 96,89 11,64 101,79 18,71 99,19 13,98 104,96 22,78 2% 0,86
Sup. Bésico(n=5) 88,85 13,06 87,34 22,87 105,73 12,88 109,42 19,61 19%
Sup. Avangado (n=5) 116,62 20,60 109,09 35,91 121,68 10,46 120,02 15,94 4%

Tabela 02. Analise comparativa dos valores séricos de TNF. Divisao entre os
grupos, demostrando o valor da média, desvio padrdo, mediana e amplitude
interquartilica entre os momentos pdés-inducdo — 4h pés-ME. Na coluna Delta % é
possivel avaliar a variacdo entre os momentos e na coluna p valor delta é apresentado

o valor de p para comparacéao global.
4.3. MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS
Durante a confeccdo das laminas para avaliagdo dos marcadores

imunoistoquimicos, alguns fragmentos dos blocos de TMA se desprenderam total ou

parcialmente, resultando em material insuficiente para analise. Portanto, ndo foi
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possivel obter os valores dos seguintes animais e parametros: B4 (controle): Pulmao
(TNF e IL-10) e D4 (suporte avangado): Figado (TNF, IL-10 e HLA) e Pulm&o (TNF).

A tabela 03 contém o painel imunoistoquimico de IL-6, IL-10, TNF e HLA das
ldaminas de coragcdo de acordo com o grupo. Observa-se diferenga significativa
quando comparados os valores do grupo sham e suporte basico nos marcadores IL-
6 e TNF, mesmo apéds o ajuste de significancia, demonstrando niveis mais elevados

destes marcadores no grupo suporte basico.

ANALISE PARAMETROS INFLAMATORIOS INSITU

Pré Indugdo Anestésica

ORGAO  VARIAVEL GRUPO p VALOR DELTA COMPARAGAO ENTRE GRUPOS
Média Desvio Padrdo Mediana AlQ
Sham (n=5) 0,212 0,199 0,12 0,38 A-B 0,993 B-D 0,914
L6 Controle (n=4) 0,370 0,190 0,38 0,36 0,028 A-C 0,047 c-p 0,259
Sup. Basico (n=5) 1,802 1,194 1,69 2,22 A-D 0,764
Sup. Avangado ( n=5) 0,750 0,918 0,58 1,42 B-C 0,105
Sham (n=5) 0,042 0,041 0,03 0,08 A-B 1 B-D 1
TNFa Controle (n=4) 0,133 0,067 0,12 0,13 0,01 A-C 0,007 c-D 0,127
Sup. Basico (n=5) 1,232 1,262 0,92 1,97 A-D 1
,g Sup. Avangado ( n=5) 0,228 0,345 0,09 0,50 B-C 0,481
g Sham (n=5) 0,128 0,085 0,15 0,15
S 10 Contro\.e (n=4) 0,150 0,091 0,14 0,18 0,069
Sup. Bésico (n=5) 1,704 1,526 1,61 2,58
Sup. Avangado (n=5) 0,766 1,025 0,46 1,64
Sham (n=5) 0,252 0,222 0,38 0,42
HLA Contljo\'e (n=4) 0,145 0,088 0,12 0,16 0,101
Sup. Bésico (n=5) 1,954 2,450 0,84 3,59
Sup. Avangado (n=5) 0,522 0,468 0,68 91,00

Tabela 03. Painel imunoistoquimico do coragao. Divisdo entre os grupos das
ldaminas de coragéo de acordo com os marcadores inflamatoérios, demostrando o valor
da média global, desvio padréo, mediana e amplitude interquartilica para cada um
dos marcadores. Na coluna p valor sdo apresentados os valores de p para
comparacgao global. *Nas comparacgdes de IL-6 e TNF, em que foi encontrado p <0,05,
foi realizada comparagdo entre pares com ajuste de significancia pelo teste de

Bonferroni.

Na figura 3, conseguiu-se visualizar a coloragao acastanhada que as laminas

preparadas com imunoistoquimica receberam nos diversos tecidos analisados.
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Coracéao Pulmao

Figura 3. Imunoistoquimica em tecidos cardiaco, pulmonar, renal e hepatico.
A) Grupo sham, , B) Grupo controle, C) Grupo suporte basico e D) Grupo suporte

avangado (Magnificagao original, 200x).

A tabela 04 contém o painel imunoistoquimico de IL-6, IL-10, TNF e HLA das
ldaminas de figado, pulmao e rim de acordo com o grupo. N&do se observa diferencga

significativa em nenhuma das variaveis analisadas.



ANALISE PARAMETROS INFLAMATORIOS INSITU

Pré Indugdo Anestésica

ORGAO  VARIAVEL GRUPO — - = - p VALOR DELTA
Média Desvio Padrdo Mediana AlQ
Sham (n=5) 5,54 2,20 6,03 4,19
-6 Controle (n=4) 3,55 3,84 2,10 6,67 0,539
Sup. Basico(n=5) 5,60 3,53 3,88 5,53
Sup. Avangado (n=5) 5,03 2,58 3,84 4,76
Sham (n=5) 5,34 3,52 5,96 6,37
TNFa Contr]olhe (n=4) 3,12 3,11 2,21 5,40 0,451
o Sup. Basico(n=5) 11,35 10,92 13,14 21,70
9( Sup. Avangado ( n=4)* 7,68 1,27 8,17 2,22
g Sham (n=5) 6,74 3,74 6,26 7,42
IL-10 Contrlolhe (n=4) 3,59 3,22 2,18 5,21 0,436
Sup. Basico(n=5) 7,45 5,04 6,85 9,93
Sup. Avangado ( n=4)* 4,98 2,48 5,98 4,06
Sham (n=5) 2,75 2,83 1,93 5,57
HLA Contrlole (n=4) 0,97 1,53 0,24 2,37 0,575
Sup. Basico(n=5) 2,54 2,02 3,11 3,70
Sup. Avangado ( n=4)* 0,98 0,46 0,91 0,89
Sham (n=5) 6,22 3,53 5,63 7,01
-6 Controle (n=4) 4,89 2,44 5,03 4,51 0,744
Sup. Bésico (n=5) 5,80 2,62 5,58 4,43
Sup. Avangado (n=5) 4,43 2,44 5,18 4,06
Sham (n=5) 5,02 3,07 6,30 5,45
— * -
TNEa Contr([)l(he (n=3) 2,15 0,97 1,59 0,228
o Sup. Basico(n=5) 6,18 3,82 6,18 6,66
l<§( Sup. Avangado ( n=4)* 2,43 0,51 2,42 0,98
3 Sham (n=5) 7,32 3,80 9,33 7,02
a
— * -
IL-10 Contr?I(-a (n=3) 5,99 1,77 5,78 0,497
Sup. Basico(n=5) 6,85 3,50 8,53 6,19
Sup. Avangado (n=5) 4,32 2,87 5,37 5,39
Sham (n=5) 9,03 3,81 11,19 6,06
HLA Contrlole (n=4) 3,64 2,41 3,35 4,57 0,059
Sup. Basico(n=5) 9,73 5,01 11,65 8,29
Sup. Avangado ( n=5) 5,09 2,21 6,14 3,77
Sham (n=5) 2,15 1,71 1,26 2,75
-6 Contr'ol'e (n=4) 1,13 0,56 1,10 1,06 0,237
Sup. Basico(n=5) 3,12 2,38 1,80 4,47
Sup. Avangado (n=5) 3,28 2,08 3,07 3,93
Sham (n=5) 2,34 2,82 1,06 4,72
TNEa Contr]olhe (n=4) 1,54 1,20 1,38 2,28 0,881
Sup. Basico(n=5) 2,67 2,81 1,65 5,36
s Sup. Avangado (n=5) 1,88 1,55 2,70 2,89
o Sham (n=5) 3,66 1,87 2,97 3,35
IL-10 Contrlolhe (n=4) 1,58 0,91 1,56 1,66 0,282
Sup. Basico(n=5) 4,45 3,64 3,88 7,23
Sup. Avangado (n=5) 2,93 1,13 3,50 2,02
Sham (n=5) 1,85 1,96 0,95 3,17
HLA Contrlole (n=4) 0,80 0,72 0,64 1,35 0,82
Sup. Basico(n=5) 2,70 3,74 1,07 5,82
Sup. Avangado (n=5) 0,94 0,51 1,08 0,88
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Tabela 04. Painel imunoistoquimico do figado, pulméo e rim. Divisado entre os

grupos das laminas de figado, pulmdo e rim de acordo com os marcadores

inflamatorios, demostrando o valor da média global; desvio padrdo, valor minimo;

maximo e mediana para cada um dos marcadores. Na coluna p valor sao

apresentados os valores de p para comparacgao global. Como ndo houve diferenca

significativa global entre os grupos, nao foi realizada a comparagéo entre pares.
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*Grupo teve um animal excluido da analise por auséncia ou quantidade insuficiente

de material para analise.

5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou as trés principais estratégias de manejo clinico
adotadas nas unidades de terapia intensiva, e comparou com os niveis de inflamacéao
sérica (IL-6 e TNF) e in situ utilizando reagentes de imunoistoquimica (IL-6, TNF, IL-
10 e HLA) em coracgéo, figado, pulméo e rim.

Diversos aspectos legais e éticos cercam os pacientes em ME, o que torna
inviavel a realizagcdo de grandes estudos envolvendo seres humanos, sendo essa
uma das principais justificativas para o uso do modelo experimental nesse trabalho.
Outro fator que dificultaria estudos em humanos é a grande discrepancia nas
condutas e disponibilidade de aparelhos e medicamentos nos centros de terapia
intensiva em todo pais 2°.

Evidéncias apontam que pacientes em ME em poucas horas enfrentam graves
alteracbes hemodinamicas, que por sua vez provocam alteracdes inflamatorias e
metabdlicas, ocasionando parada cardiaca. Dessa forma, o controle hemodinamico é
um dos principais pilares na manutencao do potencial doador, uma vez que, esse
esta associado a uma melhor perfusao tecidual e taxas mais elevadas de sucesso em
transplantes 47.

Ainda sim, em nosso estudo encontrou-se um paradoxo, apesar de nao haver
diferenca estatistica significativa; os animais do grupo que recebeu um controle
hemodinamico menos restrito, grupo controle (apenas SF 09%), apresentaram niveis
séricos e in situ de marcadores inflamatérios inferiores aos demais grupos em morte
encefalica, suporte basico (SF 09% + noradrenalina) e suporte avangado (SF 09% +
vasopressina + reposi¢gao hormonal). Tal fato € incompativel com o que foi observado
durante a condugao do experimento, pois, apesar de nao fazer parte do escopo desse
estudo, houve maior dificuldade de manter os animais do grupo controle vivos,
durante o periodo de observacdo, comprovado pelo ébito precoce do animal B1 por
instabilidade hemodinamica refrataria e consequente parada cardiorrespiratéria.

Outro fator que, corrobora com a incompatibilidade dos dados obtidos é o fato

de estar claro na literatura o papel que o descontrole hemodinamico gera apds o inicio
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da morte encefalica, bem como todas as ativagdes inflamatdrias consequentes a esse
descontrole 719:30

Algumas hipéteses foram elaboradas na tentativa de explicar esta incoeréncia
nos dados. Em um estudo realizado por Rebolledo et al. em 2016, foram avaliados os
impactos da velocidade da indugao da ME na ativacdo de cascatas inflamatdrias de
IL-6 e TNFa. No estudo foram avaliados ratos submetidos a ME com um protocolo
semelhante ao do nosso estudo, porém comparando a velocidade de insuflacdo do
cateter entre 2 grupos. Neste estudo ficou comprovado que, a diferenga na velocidade
da insuflacdo do cateter levava a repercussdes inflamatdrias e funcionais piores nos
animais em que, o baldo era insuflado de modo mais lento 4'.

Em nosso estudo, optou-se pela rapida insuflacdo, porém a velocidade de
insuflacdo nao foi padronizada de forma automatizada, devendo, portanto, ser um
fator levado em consideragéo.

Porém, em um recente estudo experimental com porcos, com modelo
fisiologicamente semelhante ao nosso, também avaliou as repercussbes da
velocidade da indu¢cdo da ME na recuperacido da fungao renal pds-transplante em
dois grupos (ME lenta e ME rapida), utilizando posteriormente os aloenxertos em
porcos nefrectomizados. Durante a condugao deste estudo, Kerforne et al,
diferentemente de Rebolledo et al., observaram que a rapida insuflacido do cateter
promovia um retorno mais precoce das funcdes renais, além de apresentar menores
taxas de fibrose nos enxertos. Apesar disso, 0os dois grupos apresentavam iguais
intensidades de estresse oxidativo, porém com uma maior ativacao inflamatéria no
grupo com a ME rapida, quando comparada ao grupo ME lenta 42.

Essa discrepancia de resultados, entre os estudos, pode acontecer devido as
diferencas entre os modelos, tanto em relagao ao animal utilizado, como também pela
metodologia adotada para verificagdo do melhor desfecho, porém, deixa claro que
ainda tem-se muito para avancar em relacdo aos estudos das vias inflamatérias
ativadas durante a ME.

Além disso, uma vez que a velocidade de insuflagdo do cateter parece ter um
importante papel na ativacao inflamatdria, e que a pressao exercida por este balonete,
por sua vez, poderia estar envolvida nesses mecanismos, outras teorias podem ser
aventadas utilizando bases fisiolégicas, como por exemplo, a interferéncia do

tamanho do cranio do animal, ou até mesmo, os impactos de niveis elevados de



25

pressao arterial média, uma vez que, eles interferem diretamente na pressdo de
perfusao cerebral e consequentemente na pressao intracraniana.

Outros autores apresentaram dificuldades para explicar comportamentos
aberrantes de citocinas inflamatérias durante o processo de ME, como exemplo
Mikhova et al., que em estudo de modelo experimental em porcos, encontrou valores
discrepantes na sua avaliagao sérica dos niveis de IL-6, associando resultados ao
comportamento imprevisivel destas citocinas 3.

Um ponto discordante da literatura foi em relagéo ao beneficio estabelecido da
administragcao de corticosteroides em enxertos pulmonares. Foi observado niveis
inferiores de citocinas inflamatérias in situ em pulmdes de animais em ME que
receberam doses de metilprednisolona, porém, em nosso estudo ndo houve beneficio
com significancia estatistica nas laminas de pulmao avaliadas com imunoistoquimica
44_

Diante disso, fica claro o beneficio que novos estudos envolvendo potenciais
vias de ativacao inflamatéria trariam para definicdo da inflamagao na resposta dos
orgaos frente a Morte Encefalica.

Como a presente pesquisa se trata de um estudo inédito, o tamanho amostral
foi limitado por questdes éticas e acredita-se que, estudos futuros com n amostral
maior possam ser suficientes para demonstrar diferenca estatistica, entre as

diferentes modalidades terapéuticas de manutengao do potencial doador.

6. CONCLUSAO

Neste estudo, a estratégia de manejo clinico de suporte avangado néao
demonstrou menor reagao inflamatoéria sérica e in situ quando comparada a outras
modalidades de manutengao do potencial doador, tendo os animais do grupo suporte
basico apresentado niveis mais elevados de marcadores inflamatérios quando

comparados ao grupo sham.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

A literatura sobre modelos experimentais de ME em animais ainda permanece
limitada. O método mais utilizado e validado é a insuflagdo do baldo de Foley no
espaco subdural, porém algumas ressalvas devem ser consideradas em relagao a
este modelo, como o fato de nao reproduzir os possiveis danos causados pela
hemorragia intracraniana, principal causa clinica de ME.

A estratégia de manejo clinico, otimizada, ndo demonstrou melhor progndstico
em relacdo aos niveis inflamatérios séricos e in situ quando comparada a outras
modalidades de manutencdo do potencial doador, exceto quando comparados os
valores de IL-6 e TNFa nas laminas de imunoistoquimica de coracao entre os animais
do grupo sham e suporte basico (p=0,047 e p=0,005 respectivamente), tendo os
animais do grupo suporte basico apresentado niveis mais elevados de marcadores
inflamatdérios quando comparados ao grupo controle, demonstrando que, 0 emprego
de manejo clinico pautado no uso de solugao fisiolégica em animais com pressao
arterial média (PAM) maior que 65 mmHg pode ser superior ao uso de drogas
vasoativas, como a noradrenalina.

Como se trata de um estudo inédito e experimental, o tamanho amostral foi
limitado por questdes éticas e acredita-se que, estudos futuros com n amostrais
maiores possam confirmar de fato o impacto de diferentes estratégias de manejo
otimizadas na resposta inflamatéria e seus eventuais desfechos na melhora do

potencial doador.

6.1. LIMITACOES DO ESTUDO
Acredita-se que o fato de se ter limitado o periodo de observacdo em 4 horas
(periodo maximo de sobrevida desempenhado pelo grupo controle em nosso estudo

piloto) possa ter inviabilizado resultados.
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ANEXO 02 - DADOS PESQUISA — INFLAMATORIOS SERICOS
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IL-6
ANIMAL IL6_0 IL6_1 IL6_2 IL6_3 DELTA_IL6_ 0 1 | DELTA_IL6 0 2 | DELTA_IL6 0 3
Al 7,44 5,25 1,65 1,59 2,19 5,79 -5,85
A2 1,81 1,63 1,53 16,57 0,18 -0,28 14,76
A3 1,53 1,55 1,75 1,63 0,02 0,22 0,1
A4 1,28 1,41 1,61 1,67 0,13 0,33 0,39
A5 1,67 2,06 1,59 2,22 0,39 -0,08 0,55
B2 1,59 1,59 1,81 1,63 0 0,22 0,04
B3 1,57 1,79 1,94 1,67 0,22 0,37 0,1
B4 1,39 1,67 2,28 3,79 0,28 0,89 2,4
B5 1,47 1,41 1,53 1,22 -0,06 0,06 0,25
c1 1,63 7,9 6,34 10,94 6,27 4,71 9,31
(] 1,47 2,61 1,61 1,51 1,14 0,14 0,04
c3 1,39 6,12 2,14 4,73 0,75
c4 13,54 15,61 14,28 13,46 2,07 0,74 -0,08
(o] 1,35 2,47 2,06 1,61 1,12 0,71 0,26
D1 1,37 11,12 5,65 2,67 9,75 4,28 1,3
D2 1,35 1,41 1,47 1,59 0,06 0,12 0,24
D3 1,53 14,64 4,72 2,69 13,11 3,19 1,16
D4 1,37 2,35 2,24 2,3 0,98 0,87 0,93
D5 1,47 19,82 16,42 2,75 18,35 14,95 1,28
TNF
ANIMAL TNF_0 TNF_1 TNF_2 TNF_3 [DELTA_TNF_0_1| DELTA_TNF_0 2 |DELTA_TNF_0_3
Al 121,14 111,27 92,68 105,95 -9,87 -28,46 -15,19
A2 77,06 70,23 78,45 56,17 -6,83 1,39 -20,89
A3 107,85 102,97 92,27 95,64 4,88 -15,58 12,21
Ad 73,36 83,39 79,52 88,24 10,03 6,16 14,88
A5 100,9 92,27 69,9 95,97 -8,63 31 -4,93
B2 101,74 105,61 100,17 104,54 3,87 1,57 2,8
B3 104,43 107,74 116,21 108,47 3,31 11,78 4,04
B4 101,85 103,76 106,95 105,38 1,91 5,1 3,53
B5 79,52 79,85 78,29 78,37 0,33 1,23 -1,15
c1 92,52 81,58 98,11 117,95 -10,94 5,59 25,43
Q2 108,81 103,25 109,42 -5,56 0,61
c3 74,34 76,81 85,69 111,27 2,47 11,35 36,93
c4 87,34 87,66 84,13 84,05 0,32 3,21 -3,29
5 81,25 98,44 100,22 105,95 17,19 18,97 24,7
D1 106,28 104,26 112,28 108,97 -2,02 6 2,69
D2 94,82 93,83 116,1 122,1 -0,99 21,28 27,28
D3 148,12 144,81 135,67 138,03 -3,31 -12,45 -10,09
D4 109,09 113,24 109,87 120,02 4,15 0,78 10,93
D5 124,79 120,36 117,44 119,29 -4,43 -7,35 -5,5
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