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em ratos: avaliacdo histopatologica e de apoptose celular em
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Resumo

Objetivo: Comparar os achados histopatoldgicos e de apoptose em pulmdes de ratos preservados em solucdes
Jow-potassium dextran (LPD, baixo potassio dextrana), Aistidine-tryptophan-ketoglutarate (HTK, histidina-
triptofano-cetoglutarato) ou salina normal (SN) em 6 h e 12 h de isquemia pela utilizacio de um modelo
experimental de perfusdo pulmonar ex vivo. Métodos: Sessenta ratos Wistar foram anestesiados, randomizados
e submetidos a perfusdo anterdgrada pela artéria pulmonar com uma das soluc¢des preservadoras. Apos a
extracdo, os blocos cardiopulmonares foram preservados por 6 ou 12 h a 4°C, sendo entdo reperfundidos com
sangue homodlogo em um sistema de perfusdo ex vivo durante 60 min. Ao final da reperfusdo, fragmentos
do lobo médio foram extraidos e processados para histopatologia, sendo avaliados os seguintes parametros:
congestdo, edema alveolar, hemorragia alveolar, hemorragia, infiltrado inflamatorio e infiltrado intersticial. O
grau de apoptose foi avaliado pelo método 7d7-mediated dUTP nick end labeling. Resultados: A histopatologia
demonstrou que todos os pulmées preservados com SN apresentaram edema alveolar apos 12 h de isquemia.
Nao houve diferencas em relacdo ao grau de apoptose nos grupos estudados. Conclusdes: No presente estudo,
os achados histopatoldgicos e de apoptose foram semelhantes com o uso das solucdes LPD e HTK, enquanto
a presenca de edema foi significativamente maior com o uso de SN.

Descritores: Preservacdo de 6rgdos; Solucdes para preservacdo de érgdos; Transplante de pulmao;
Traumatismo por reperfusdo; Apoptose.

Abstract

Objective: To compare histopathological findings and the degree of apoptosis among rat lungs preserved with
low-potassium dextran (LPD) solution, histidine-tryptophan-ketoglutarate (HTK) solution, or normal saline (NS)
at two ischemia periods (6 h and 12 h) using an experimental rat model of ex vivo lung perfusion. Methods:
Sixty Wistar rats were anesthetized, randomized, and submitted to antegrade perfusion via pulmonary artery
with one of the preservation solutions. Following en bloc extraction, the heart-lung blocks were preserved for
6 h or 12 h at 4°C and then reperfused with homologous blood for 60 min in an ex vivo lung perfusion system.
At the end of the reperfusion, fragments of the middle lobe were extracted and processed for histopathological
examination. The parameters evaluated were congestion, alveolar edema, alveolar hemorrhage, inflammatory
infiltrate, and interstitial infiltrate. The degree of apoptosis was assessed using the TdT-mediated dUTP nick
end labeling method. Results: The histopathological examination showed that all of the Tungs preserved with
NS presented alveolar edema after 12 h of ischemia. There were no statistically significant differences among
the groups in terms of the degree of apoptosis. Conclusions: In this study, the histopathological and apoptosis
findings were similar with the use of either LPD or HTK solutions, whereas the occurrence of edema was
significantly more common with the use of NS.

Keywords: Organ preservation; Organ preservation solutions; Lung transplantation; Reperfusion injury;
Apoptosis.
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Introducao

O transplante pulmonar constitui-se na unica
modalidade terapéutica definitiva para doencas
pulmonares terminais em pacientes selecionados.

Ao longo de duas décadas, tem-se observado
um aumento significativo no numero de centros
de transplante e no numero de pacientes
transplantados ou em lista de espera,"” sendo que
a média anual ultrapassa os 1.500 transplantes
pulmonares.” Entretanto, a mortalidade relacionada
ao transplante pulmonar permanece significativa.
A disfuncdo do enxerto ¢ considerada a causa
mais frequente de mortalidade precoce e tem sua
etiopatogenia na lesio de isquemia-reperfusio.®

A preservacdo do pulmio doado possui
importancia fundamental na sua funcéo inicial
apos o transplante.” A presenca e a gravidade da
lesdo de isquemia-reperfusdo sdo influenciadas
por fatores concernentes ao doador e as técnicas
de preservacio.? A lesdo de isquemia-reperfusio
estd associada a morte celular em varios sistemas
organicos, havendo correlacdo entre o grau de
apoptose e a lesdo de isquemia-reperfusio.©
Durante a apoptose, uma cascata de eventos
bem regulados e dependentes de energia ativa
endonucleases especificas, entre elas as caspases,
que sdo cisteinases especificamente envolvidas
nas fases de iniciacio e de execuc¢do do processo
de apoptose.

O programa clinico de transplantes pulmonares
de nosso hospital utiliza a solucdo /ow-potassium
dextran (LPD, baixo potéassio dextran) na
preservacdo pulmonar. Entretanto, o seu custo
e as dificuldades logisticas de sua obtencio
levaram-nos a buscar alternativas logisticamente
mais eficientes e com beneficio clinico similar.
A solugdo Aistidine-tryptophan-ketoglutarate
(HTK, histidina-triptofano-cetoglutarato) tem
seu uso frequente em transplantes cardiacos em
nossa instituicdo. Assim sendo, sua utilizacdo
como Unica solug¢do que atendesse ambos os
programas de transplante seria desejavel no intuito
de facilitar e reduzir a relagdo custo-beneficio
da preservagdo de ambos os drgéos.

Na literatura até o momento, ndo ha estudos
experimentais em modelos ex vivo em pulmdes de
ratos utilizando HTK como solugéo de preservacio,
a despeito dos estudos demonstrando vantagens
com sua utilizacdo na preservacio cardiaca,
hepatica, renal e pancreatica.”

0 modelo de perfusdo pulmonar ex vivo para
a avaliacdo de novas estratégias de preservacdo
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tem se mostrado eficiente e confidvel em estudos
de preservacio pulmonar.'” Demonstramos
recentemente que, quando o uso das solucdes
HTK e LPD, em tempos de isquemia de 6 e 12 h,
foi comparado, a excecdo de um aumento de
peso nos pulmoes preservados por 12 h, ndo
houve diferencas significativas nos resultados
dos pardmetros fisioldgicos.!™

O presente estudo teve como objetivo avaliar
as alteracdes histopatoldgicas e a presenca de
células apoptoticas em pulmdes preservados com
HTK, comparando-os com pulmdes preservados
em solucdo LPD e em salina normal (SN, soro
fisioldgico 0,9%) em dois periodos diferentes de
isquemia hipotérmica em um modelo de perfusdo
pulmonar ex vivo.

Meétodos

No presente estudo, foram utilizados 60 ratos
Wistar machos, pesando entre 250 e 300 g.
Os animais foram randomizados, e os grupos
foram divididos conforme os diferentes tempos
de isquemia e as solucoes de perfusdo utilizadas
(10 ratos/grupo): grupo LPD-6 (LPD, 6 h de
isquemia), grupo LPD-12 (LPD, 12 h de isquemia),
grupo HTK-6 (HTK, 6 h de isquemia), grupo
HTK-12 (HTK, 12 h de isquemia), grupo SN-6
(SN, 6 h de isquemia) e grupo SN-12 (SN, 12
h de isquemia). As composicdes das solucdes
de preservacdo estdo descritas na Tabela 1.
0 estudo foi aprovado pelo comité de ética
em pesquisa em animais da instituicdo. Apos
anestesiados (pentobarbital, 50 mg/kg i.p.), os
animais foram traqueostomizados e conectados
ao ventilador (IL2 - 1solated Perfused Rat or
Guinea Pig Lung System; Harvard Apparatus,
Holliston, MA, EUA) com volume corrente de
10 mL/kg, em ar ambiente, FR = 70 ciclos/min e
positive end-expiratory pressure (PEEP, pressido
expiratoria final positiva) = 3cmH, 0. Os animais
foram anticoagulados (heparina,1.500 Ul, via veia
cava inferior). Os demais detalhes da extracdo e
perfusdo ja foram descritos anteriormente.!'%1?

Conforme a randomizacéo, foram utilizados
para perfusdo 20 mL de solucdo LPD (Perfadex®;
Vitrolife, Kungsbacka, Suécia), HTK (Custodiol®;
Franz Kohler Chemie GMBH, Bensheim, Alemanha)
ou SN a 4°C, administradas sob pressdo constante
de 20 cmH,0 por elevagdo do frasco. Ao término
da perfusdo, o bloco cardiopulmonar foi extraido e
acondicionado a 4°C durante o tempo de isquemia
pré-determinado pela randomizacdo, sendo
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Tabela 1 - Composicdo das solucgdes de preservacdo utilizadas no estudo.

HTK? LPD®

Composicao Concentragdo Composicdo Concentragdo
Cloreto de sodio 15 mmol/L Cloreto de sodio 138 mmol/L
Cloreto de potassio 9 mmol/L Cloreto de potassio 6 mmol/L
Potassio hidrogénio 2-cetoglutarato 1 mmol/L Magnésio 0,8 mmol/L
Cloreto de magnésio hexa-hidratado 4 mmol/L Fosfato 0,8 mmol/L
Histidina.HCI.H,0 18 mmol/L Cloreto 142 mmol/L
Histidina 180 mmol/L Glicose 5 mmol/L
Triptofano 2 mmol/L Dextran 40 50 g/L
Manitol 30 mmol/L - -
Cloreto de célcio 0,015 mmol/L - -
pH 7,40-7,45 (4°C)  pH (solucio tamponada) 7,4 (4°C)
Osmolaridade 310 mOsmol/L Osmolaridade 295 mOsmol/L

HTK: histidine-tryptophan-ketoglutarate; e LPD: Jow-potassium dextran. *Custodiol®; Franz Kohler Chemie GMBH,
Bensheim, Alemanha. "Perfadex®; Vitrolife, Kungsbacka, Suécia

preparado e conectado ao sistema de perfusio
ex-vivo (IL2 - Isolated Perfused Rat or Guinea
Pig Lung System; Harvard Apparatus, Holliston,
MA, EUA; Hugo Sachs Elektronik, Hugstetten,
Alemanha). O bloco foi perfundido com sangue
homologo obtido de 3 animais anestesiados de
forma similar, e o volume foi acrescido de soro
fisioldgico 0,9% na quantidade suficiente para
obter-se hematdcrito em 15-20%. A reperfusdo
foi realizada por canulagio da artéria pulmonar/
atrio esquerdo e ventilacdo pela traqueia durante
60 min. O circuito foi preenchido com o sangue,
aquecido, recirculado no sistema por 10 min
com mistura gasosa (nitrogénio 90%, dioxido
de carbono 10% e fluxo de 200 mL/min)
utilizando um desoxigenador de membrana
(D150 MediSulfone® Hemofilter; MEDICA s.r.l.
Medolla, 1talia). O bloco cardiopulmonar foi
perfundido (5-7 mL/min) e ventilado (volume
corrente = 10 mL/kg, FR = 70 ciclos/min e
PEEP = 3 cmH,0). Apoés 5-10 min, iniciou-se
a coleta de dados, realizada em intervalos de
10 min, durante 60 min. Coletaram-se dados
de hemodindmica, mecanica ventilatoria e
hemogasometria, utilizando um equipamento
ABL 800 (Radiometer, Copenhagen, Dinamarca).
Ao término da reperfusio, fragmentos do lobo
meédio foram extraidos, fixados em formaldeido
a 4% em solucdo tamponada e incluidos em
blocos de parafina, sendo realizados cortes
de 5 pm corados com HE&E. Foi realizada uma
analise qualitativa e semiquantitativa baseada
na avaliacdo de congestdo, edema alveolar,
hemorragia alveolar, hemorragia intersticial,
infiltrado inflamatdrio e infiltrado intersticial.

Para a avaliacdo semiquantitativa de alteracdes,
como hemorragia alveolar, hemorragia intersticial,
infiltrado inflamatdrio intersticial e congestéo, foi
considerada a compartimentalizacdo histologica,
ou seja, espacos alveolares, intersticio (axial,
septal e periférico), leito capilar e extensdo
das alteracdes. Cada alteracdo (evento) foi
semiquantificada separadamente, e a cada uma
foi atribuido um escore de zero a trés conforme
a sua correspondéncia: evento ausente (escore
0); evento presente em menos de 33% dos
compartimentos acometidos (escore 1); evento
presente em 33-66% dos compartimentos
acometidos (escore 2); e evento presente em
mais de 66% dos compartimentos acometidos
(escore 3).0% A andlise histoldgica foi feita por
um unico observador. O pardmetro “edema” foi
avaliado em dois diferentes compartimentos:
intersticial e broncoalveolar. Ao edema alveolar, foi
atribuido um escore conforme a semiquantificacdo
acima descrita.

A apoptose foi avaliada pelo método
TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL). Os
fragmentos do lobo médio foram processados de
acordo com as instrucdes do kit In Situ Cell Death
Detection (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemanha), seguindo-se o método descrito por
Gavrieli et al."™ e R6s." Apos desparafinizacio em
xilol, as fatias foram pré-tratadas com proteinase
K (20 mg/mL) em cdmera umida por 30 min
a temperatura ambiente, lavadas com PBS e
tratadas com 3% de peroxido de oxigénio em
metanol por 30 min a temperatura ambiente. A
seqguir, os fragmentos foram lavados duas vezes
em PBS e, apos a secagem da area ao redor da

J Bras Pneumol. 2012;38(4):461-469



464

amostra, foram adicionados 50 pL da mistura de
reacdo TUNEL, sendo utilizados 5 pL da solucdo
enzimatica (tubo violeta) e 45 pL da solucdo
marcadora (tubo azul), em cada fragmento
pulmonar, seguida de incubacdo sob parafilme
em cdmara umida a 37°C por 60 min. O ensaio ¢
utilizado para marcar as fitas de DNA por TdT em
cada fragmento. O ensaio catalisa a polimerizacdo
de nucleotideos marcados em extremidades livres
3’-OH de uma maneira independente (reagio
TUNEL) por amostra. Assim, torna-se possivel
detectar a quebra da cadeia de DNA nos estagios
iniciais da apoptose nas cé¢lulas pulmonares.
Apos o periodo de incubacio da reacdo TUNEL,
as laminas foram lavadas trés vezes em PBS por
2 min cada. A area ao redor do fragmento foi
seca, e procedeu-se a montagem das laminas
com solugio glicerina e PBS (1:1), cobertas com
laminula, protegidas da luz e imediatamente
analisadas em um microscopio de fluorescéncia
(Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), pelo qual as
células apoptdticas marcadas foram quantificadas
em cinco campos aleatorios, no aumento de 40x.
A leitura foi realizada por dois examinadores
cegados para a quantificacdo da reagdo TUNEL.
A selecdo do campo microscopico foi aleatoria,
sempre em area alveolar. Cinco campos foram
selecionados, tal como na pratica da leitura das
laminas coradas por H&E. As células identificadas
foram pontuais, e a contagem considerou o total
da area selecionada.

Na andlise estatistica, para as variaveis
paramétricas, utilizou-se ANOVA mista e teste
de Bonferroni. Para dados quantitativos nédo
paramétricos foram utilizados os testes de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney. Para dados qualitativos,
utilizou-se o teste do qui-quadrado e o teste
exato de Fisher. O nivel de significancia foi de
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5% (p < 0,05). As andlises estatisticas foram
executadas com o programa Statistical Package
for the Social Sciences, versido 13 .0 (SPSS Inc.,
Chicago, 1L, EUA).

Resultados

A avaliacdo histopatologica ndo demonstrou
diferencas significativas na comparagio entre os
grupos LPD-6, HTK-6 e SN-6, entre os grupos
LPD-12, HTK-12 e SN-12, assim como entre
os grupos em funcdo dos tempos de isquemia
(ou seja, LPD-6 vs. LPD-12; HTK-6 vs. HTK-12;
e SN-6 vs. SN-12) em relagdo aos seguintes
parametros: congestdo pulmonar, hemorragia
alveolar, hemorragia intersticial e infiltrado
inflamatdrio intersticial (Tabela 2). O edema
alveolar foi significativamente maior em todos
0s grupos apos 12 h de isquemia em comparagdo
aos grupos apods 6 h de isquemia (Figura 1). A
analise de distribuicdo de frequéncia de edema
entre os grupos mostrou que o grupo SN-12
teve a maior proporg¢do de edema, sendo o Unico
grupo a apresentar edema alveolar em todos os
pulmdes ao final da reperfusédo, e a diferenca
entre os grupos LPD-12, HTK-12 e SN-12 foi
significativa (p = 0,007). O mesmo nio ocorreu

Figura 1 - Cortes histoldgicos de tecido pulmonar de
ratos apos 6 h (em A) e 12 h (em B) de isquemia no
grupo salina normal. As setas mostram a presenca de
edema alveolar em B (H&E; aumento, 100x).

Tabela 2 - Comparacio entre os grupos estudados em relacdo aos resultados da avaliacdo histopatologica.

Valores de p na comparagdo entre os grupos?

. LPD-6 LPD-12
Parametros Vo ITK-0 S HTK-12 LPD-6 HTK-6 SN-6
vs. SN-6 vs. SN-12 vs. LPD-12 vs. HTK-12 vs. SN-12
Congestéao 0,797 0,135 0,370 1,000 0,370
Hemorragia alveolar 0,077 0,701 0,087 1,000 1,000
Hemorragia intersticial 0,103 0,943 0,087 1,000 0,303
Infiltrado inflamatorio 0,278 0,441 0,350 1,000 0,582
Infiltrado intersticial 0,067 0,315 0,303 0,350 1,000

LPD: Jow-potassium dextran; HTK: histidine-tryptophan-ketoglutarate; e SN: salina normal. *Grupos: LPD-6: solucédo
LPD e 6 h de isquemia; LPD-12: solu¢do LPD e 12 h de isquemia; HTK-6: solucdo HTK e 6 h de isquemia; HTK-12:
solucdo HTK e 12 h de isquemia; SN-6 = solucdo SN e 6 h de isquemia; e SN-12: solugdo SN e 12 h de isquemia.
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na comparagdo entre os grupos LPD-6, HTK-6
e SN-6 (p = 0,08). Nio obstante, grupo HTK-6
apresentou 30% de edema, enquanto o grupo
LPD-6 apresentou 55,6% de edema; porém, sem
diferenca significativa (p = 0,08; Figura 2).

Nio houve diferenca significativa no numero
de células apoptdticas entre os grupos LPD-6
e LPD-12 (p = 0,319). O mesmo ocorreu na
comparagdo entre os grupos HTK-6 e HTK-12
(p = 0,258) e entre os grupos SN-6 e SN-12
(p = 0,226). Também nio foram encontradas
diferencas significativas quanto ao numero de
células apoptoticas entre os os grupos LPD-6,
HTK-6 e SN-6 (p = 0,580), assim como entre
o0s grupos LPD-12, HTK-12 e SN-12 (p = 0,591;
Figura 3).

Discussio

O presente estudo demonstrou que as
caracteristicas histopatoldgicas foram semelhantes
entre os pulmoes perfundidos com solucgéo
preservadora HTK ou LPD. Esses achados estdo
de acordo com os dados fisioldgicos do mesmo
estudo, os quais foram objeto de publicacdo
anterior. Observamos que a capacidade relativa
de oxigenacido e os pardmetros de mecanica
ventilatoria foram inferiores nos pulmées em
12 h de isquemia. Os dados fisioldgicos obtidos
durante o presente estudo foram publicados
recentemente e demonstraram que os pulmoes
preservados com LPD e HTK apresentavam um
desempenho funcional semelhante.!"

A lesdo de isquemia-reperfusido ¢ um fator
limitante da viabilidade dos 6rgdos doados,
sendo implicada como um fator coadjuvante no
desenvolvimento de bronquiolite obliterante. O

®

p =008
80,0%

Edema Alveolar 6h

100,0%
80,0%
60,0%
40,0%
20,0%

0,0%

70,0%

55,6%

44,4%

LPD

HTK Salina

método de preservacdo mais utilizado permanece
sendo o uso de hipotermia em conjunto com
solucdes de preservagao.

A solucdo LPD foi criada ha quase duas
décadas,'”'® e seus resultados experimentais
tém se mostrado superiores aos da maioria das
solucoes.” O desenvolvimento de solugdes
de preservagdo exclusivas para uso pulmonar
reduziu de 30% para menos de 15% a incidéncia
de faléncia aguda do enxerto.”) A despeito das
evidéncias, permanecem controvérsias quanto
aos beneficios da solucdo LPD em relacdo ao
desempenho tardio e mortalidade em um ano apos
o transplante.?® Mais recentemente, a introducio
do recondicionamento pulmonar ex vivo®" e a
doacio pos-parada cardiocirculatdria® reacenderam
as controvérsias e reforcaram a necessidade de
reavaliacdo das solugdes de preservacdo em uso.

A solucdo HTK ¢ utilizada como solucéo
cardioplégica e na preservacdo em transplantes
cardiacos. Desde o seu desenvolvimento, diversas
modificacdes foram realizadas em sua formulagio,
tornando-a mais eficaz em periodos de isquemia
mais longos.”” Uma vez que a solucio HTK nio
havia sido testada em preservacdo pulmonar em
um modelo ex vivo até o momento, caso a sua
eficacia fosse comprovada para esse fim, isso
permitiria a utilizacdo de uma unica solucdo no
momento da extracdo cardiopulmonar.

No presente estudo, utilizamo-nos do
modelo de perfusdo pulmonar ex vivo para uma
avaliacdo da solucdo HTK, comparando-a com
uma solucdo extracelular de uso consolidado
em transplantes pulmonares (LPD). Utilizamos
uma preparagdo ex vivo de pulmoes de ratos,
perfundidos com sangue venoso homologo
obtido por exsanguinagdo de animais da mesma
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Figura 2 - Frequéncias de edema alveolar nos pulmdes submetidos a 6 h de isquemia (em A) e 12 h de
isquemia (em B), preservados com as solucdes /ow-potassium dextran (LPD), histidine-tryptophan-ketoglutarate
(HTK) ou salina normal. Nota-se que a presenca de edema alveolar foi significativamente maior nos grupos
com 12 h de isquemia, sendo essa incidéncia maior no grupo salina.
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Figura 3 - Fotomicrografias de tecido pulmonar de
rato pela téenica 7d7-mediated dUTP nick end labeling
(TUNEL). Em A, tecido pulmonar submetido a 6 h
de isquemia hipotérmica com solucio /ow-potassium
dextran demonstrando poucas células apoptdticas
(setas). Em B, tecido pulmonar submetido a 12 h de
isquemia hipotérmica com solugdo salina, demonstrando
um numero maior de células apoptoticas (TUNEL;
aumento, 40x).

espécie.?>?) O sistema de perfusio ex vivo é
simples e reprodutivel, razdo pela qual ¢ muito
utilizado em estudos de preservacdo pulmonar
para transplante. Utilizamos sangue homodlogo
obtido por exsanguinagdo de 2 ou 3 ratos por
bloco cardiopulmonar e diluido em SN. Apesar
de a hemodiluicdo interferir nas trocas gasosas,
obtivemos resultados confidveis e coerentes no
que se refere a avaliacio hemogasométrica.

A hemodiluicdo e seus efeitos sobre a lesdo
de reperfusdo sdo conhecidos. Puskas et al.?¥
relataram que, em um modelo similar de perfusdo
ex vivo, no qual a hemodiluicdo foi realizada
com solucdo cristaloide, havia a melhora da
lesdo de isquemia-reperfusdo pos-isquémica. No
modelo atual, reconhecemos que a hemodiluicdo
possa ter sido maior nos pulmées dos grupos
SN-6 e SN-12, uma vez que esses pulmdes ja
possuiam seu leito vascular preenchido com SN
antes da reperfusio. Por essa razdo, em nosso
laboratorio, substituimos recentemente a SN
por solucdo de Krebs, pois essa se mostrou mais
eficaz em promover hemodilui¢do, sobretudo
em experimentos com tempos de isquemia
prolongados.

No presente estudo, mesmo os pulmdes com
tempos de isquemia de 6 e 12 h forneceram dados
consistentes para a analise, ao passo que outros
autores restringiram-se a periodos de isquemia
entre 2 e 4 h.? Nosso desenho experimental
incluiu o grupo SN apesar de a SN nédo ser
empregada clinica ou experimentalmente na
preservacdo pulmonar. A opcdo por adiciona-la
como grupo fundamentou-se em sua capacidade
de causar edema pulmonar na reperfusao, fato
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esse que serviu ao propdsito de utiliza-la como
parametro de edema na comparacdo com o uso
das demais solucdes. Demonstramos anteriormente,
utilizando o mesmo modelo, que os pulmdes do
grupo SN preservados por 12 h apresentaram um
desempenho consistentemente pior em relacio
aos pulmoes submetidos as demais solugdes
no mesmo periodo de isquemia.!" Os achados
histopatologicos no presente estudo confirmaram
esta impressdo, uma vez que todos os pulmdes
apresentaram-se edematosos no grupo SN.

Em nosso estudo anterior, verificamos que a
complacéncia pulmonar fora superior nos pulmdes
com isquemia de 6 h e que a resisténcia pulmonar
era maior nos pulmdes com isquemia de 12 h.
Observamos também que a capacidade relativa
de oxigenacdo ndo diferiu entre os pulmdes
nos grupos LPD com 6 ou 12 h de isquemia e
entre os demais grupos submetidos a 12 h de
isquemia.("

Centramos o presente estudo na avaliagdo
histopatoldgica, com a convicgdo de que os
achados de eventuais alteracdes morfologicas
e apoptose poderiam corroborar os achados
fisiologicos anteriores. Optamos por incluir
pardmetros morfologicos cujas alteracdes sdo
pertinentes e relacionadas a lesdo endotelial
vascular e as alteragdes do parénquima pulmonar,
todas representativas da injuria de reperfusio
pos-isquémica. Ndo observamos diferencas
significativas nas variaveis congestdo, hemorragia
alveolar, hemorragia intersticial, infiltrado
inflamatorio e infiltrado intersticial entre os
grupos. No entanto, observamos um aumento
do edema alveolar no grupo SN-12. Isso confirma
o pressuposto de que o uso da solugdo SN na
preservacdo pulmonar causa severo edema na
reperfusdo, sobretudo em periodos de isquemia
prolongados.

A morte celular nas lesdes induzidas por
isquemia-reperfusido ¢ causada por necrose e
apoptose (morte celular programada). A apoptose
pode ser ativada durante as fases iniciais de
reperfusdo apos a isquemia pulmonar.'® A apoptose
diferencia-se da necrose ndo somente do ponto
de vista morfolégico, mas também em relacio
aos mediadores e mecanismos biologicos de
lesdo. Durante a apoptose, ocorre uma cascata
de eventos regulados e dependentes de energia,
ativando endonucleases especificas, dentre as
quais, as caspases, que estdo envolvidas nas
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fases de iniciacdo e de execucdo do processo
de apoptose.?%?”

A duracdo da isquemia influencia diretamente
o grau de apoptose nos tecidos. O estudo das
vias bioldgicas na apoptose em diversos tecidos
sugere que o inicio da cascata acontece durante
o periodo de isquemia. Entretanto, os sinais de
apoptose somente aparecem durante a reperfuséo,
enquanto a necrose celular ocorre durante a
isquemia.®

Ha, no entanto, evidéncias inequivocas de
que a isquemia por si ndo ¢ suficiente para
desencadear a apoptose. Isso foi demonstrado
em cardiomiocitos, nos quais a isquemia sem
reperfusdo levava apenas a morte celular por
necrose. Burns et al. estudaram a apoptose através
do método TUNEL antes e apds a reperfusdo em
transplante renal, verificando que a apoptose
fora menor na pré-reperfusio e sugerindo que
a apoptose ocorreria predominantemente apds
a reperfusio do 6rgd0.?¥ A inducio de isquemia
pulmonar por ligadura da artéria pulmonar
em suinos resultou em isquemia pulmonar
cronica e indugdo de superexpressao de fatores
pro-apoptoticos. A adicdo de reperfusdo apds
isquemia cronica desencadeia apoptose macica,
levando a lesdo endotelial.?® Varios estudos
demonstraram que a inibicdo da apoptose pela
acdo de drogas inibidoras das caspases resulta em
diminuicdo da infiltracdo de linfocitos e morte
celular, levando a melhora da funcgio pulmonar.©>?

No presente estudo, a avaliagdo da apoptose
pelo método TUNEL néo revelou diferencas
significativas no numero de células apoptoticas
entre os tempos de isquemia de 6 h e 12 h
nos grupos LPD, HTK ou SN apds a reperfusdo
dos pulmdes por 60 min. Esse achado pode ser
interpretado de duas formas distintas: primeiro, a
auséncia de diferencas poderia ser a resultante de
um insulto isquémico severo que, por conseguinte,
seria similar entre os grupos, justificando a auséncia
de diferencas; segundo, a qualidade de preservacdo
poderia ter sido semelhante no que se refere a
integridade celular conferida pelas soluces HTK e
LPD. Por conseguinte, ambas estariam associadas
a um grau de apoptose semelhante. Quanto a
auséncia de diferencas entre a quantificacdo de
apoptose no grupo SN, comparada aos demais
grupos (LPD e HTK), esse ¢ um achado que pode
estar mais relacionado a isquemia propriamente
dita, independentemente dos efeitos protetores
das solucdes de preservacdo. Ndo obstante, a

julgar-se pela intensidade do edema no grupo
SN, depreende-se que a qualidade de preservacio
tenha sido inferior, como fora antecipado.

Concluimos que pulmdes de ratos preservados
com LPD ou HTK, apds reperfusdo por 60 min,
apresentaram achados histopatoldgicos e de
apoptose compardveis, enquanto aqueles
preservados em SN apresentaram um grau maior
de edema na reperfusdo. Os achados do presente
estudo corroboram os achados fisioldgicos prévios
no mesmo modelo e dio suporte a necessidade
de estudos futuros em modelos de transplante
pulmonar para que se confirme se o desempenho
funcional dos pulmées preservados com HTK se
mantém em comparacio aqueles preservados
com LPD.
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