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RESUMO

Riuto FO. Avaliacdo do efeito da ventilagdo liquida parcial com Perfluorooctil-bromido no
transplante pulmonar ap6s isquemia fria em modelo animal [tese]. S&o Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2025.

A escassez de enxertos pulmonares vidveis representa um dos principais entraves a expansao
do transplante pulmonar, especialmente diante da elevada taxa de descarte de 6rgdos decorrente
da vulnerabilidade do parénquima pulmonar a lesdes inflamatorias e oxidativas. Nesse cenario,
a ventilacdo liquida parcial (VLP) com perfluorocarbonos (PFCs) tem se destacado como uma
estratégia promissora para atenuar os efeitos deletérios da isquemia e reperfusao. Inicialmente
desenvolvida no contexto experimental, a VVLP teve suas primeiras aplicagdes clinicas na
década de 1990, em pacientes com sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA),
visando a melhora da oxigenacdo e a reducdo da lesdo induzida pela ventilacdo mecénica
convencional. Dentre os PFCs, o perfluorooctil-bromido (PFB) apresenta propriedades fisico-
quimicas favoraveis, incluindo elevada solubilidade de gases, baixa tenséo superficial, efeito
antioxidante e capacidade de estabilizar a interface ar-liquido nos alvéolos. Este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos da VLP com PFB na preservacdo pulmonar em modelo
experimental de transplante pulmonar unilateral apds isquemia fria. Trinta e dois ratos Lewis
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais (Controle e PFB), compostos
por doadores e receptores submetidos a ventilagdo mecénica convencional ou associada a
instilacdo traqueal de PFB (7 mL/kg). Apds duas horas de ventilacdo, os pulmdes foram
extraidos, preservados por seis horas em isquemia fria e transplantados para receptores
homologos, seguidos de duas horas de reperfusdo. Foram avaliados parametros
hemodindmicos, gasometricos, mecanicos, inflamatorios, oxidativos e histologicos. Os
resultados demonstraram que o Grupo-PFB apresentou melhora significativa da mecanica
respiratdria apos o transplante, com reducdo da resisténcia (Rrs) e aumento da complacéncia
(Crs) em comparacdo ao Grupo-Controle. A analise intragrupo demonstrou uma reducao
significativa da PaO- ap0s o transplante em ambos os grupos, embora ndo tenha sido observada
diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos na comparacao intergrupo. Em relagéo
aos marcadores inflamatdrios e oxidativos, observou-se menor expressao de IL-6 e MDA nos
receptores do Grupo-PFB, além de maior atividade da enzima antioxidante superoxido
dismutase (SOD), sugerindo modulagédo favoravel do estresse oxidativo. Ndo houve piora dos
demais marcadores inflamatérios avaliados (IL-1f, TNF-a, IL-10), com excecdo de um discreto
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) no Grupo-PFB, possivelmente relacionado a
propria fisiologia da reperfusdo. A avaliacdo da relacdo peso Umido/peso seco indicou menor
formacdo de edema pulmonar nos enxertos tratados com PFB, corroborando os achados
histoldgicos de preservacdo da arquitetura alveolar. Conclui-se que a ventilacdo liquida parcial
com perfluorooctil-bromido promoveu melhora funcional, estrutural e bioquimica dos enxertos
pulmonares apds isquemia fria, indicando seu potencial como adjuvante na preservacao
pulmonar e na ampliacdo do pool de doadores para transplante.

Palavras-chave: Transplante de pulmio. Ventilacdo liquida. Fluorocarbonos. Ratos
endogdmicos Lewis. Tratamentos com preservacao do 6rgao. Lesao pulmonar aguda. Doacéo
de 6rgaos.



ABSTRACT

Riuto FO. Evaluation of the effect of partial liquid ventilation with Perfluorooctyl-bromide in
lung transplantation after cold ischemia in an animal model [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2025.

The shortage of viable lung grafts remains a major barrier to the expansion of lung
transplantation, particularly due to the high discard rate of organs caused by the pulmonary
parenchyma’s susceptibility to inflammatory and oxidative injury. In this context, partial liquid
ventilation (PLV) with perfluorocarbons (PFCs) has emerged as a promising strategy to
mitigate ischemia-reperfusion injury. Initially developed in experimental settings, PLV was
first clinically applied in the 1990s in patients with acute respiratory distress syndrome (ARDS),
aiming to improve oxygenation and reduce ventilator-induced lung injury. Among PFCs,
perfluorooctyl bromide (PFB) exhibits favorable physicochemical properties, including high
gas solubility, low surface tension, antioxidant effects, and the ability to stabilize the air-liquid
interface in the alveoli. This study aimed to evaluate the effects of PLV with PFB on lung
preservation in a rat model of unilateral lung transplantation following cold ischemia. Thirty-
two Lewis rats were randomly assigned to Control or PFB groups, consisting of donors and
recipients undergoing either conventional mechanical ventilation or tracheal instillation of PFB
(7 mL/kg). Following two hours of ventilation, the lungs were harvested, preserved under cold
ischemia for six hours, and transplanted into syngeneic recipients, followed by two hours of
reperfusion. Hemodynamic, gasometric, mechanical, inflammatory, oxidative, and histological
parameters were analyzed. Results showed that PFB-treated lungs exhibited significantly
improved respiratory mechanics after transplantation, with decreased airway resistance (Rrs)
and increased compliance (Crs) compared to controls. Intragroup analysis demonstrated a
significant reduction in PaO. after transplantation in both groups, although no statistically
significant difference was observed between groups in the intergroup comparison. Regarding
inflammatory and oxidative markers, lower levels of IL-6 and malondialdehyde (MDA), along
with higher superoxide dismutase (SOD) activity, were observed in the PFB group, suggesting
a favorable modulation of oxidative stress. No worsening was observed in other inflammatory
markers (IL-1B, TNF-a, 1L-10), except for a mild increase in reactive oxygen species (ROS),
possibly related to physiological aspects of reperfusion. The wet-to-dry weight ratio indicated
reduced pulmonary edema in PFB-treated grafts, corroborating histological findings of
preserved alveolar architecture. In conclusion, partial liquid ventilation with perfluorooctyl
bromide improved functional, structural, and biochemical aspects of lung grafts following cold
ischemia, highlighting its potential as an adjunct strategy for graft preservation and expansion
of the lung donor pool.

Keywords: Lung transplantation. Liquid ventilation. Perfluorocarbons. Inbred Lewis rats.
Organ preservation strategies. Acute lung injury. Organ donation.
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1 INTRODUCAO

O transplante pulmonar é uma alternativa terapéutica eficaz para pacientes com doengas
pulmonares graves, proporcionando melhora na sobrevida e na qualidade de vida dos
receptores’. Com o0s avangos tecnoldgicos, o aprimoramento das técnicas cirlrgicas e a
evolucdo dos métodos de preservacdo, o numero de transplantes pulmonares aumentou
significativamente, atingindo seu apice em 2019, com procedimentos realizados em quase 250
centros ao redor do mundo?. No Brasil, dados do Registro Brasileiro de Transplantes indicam
que, até setembro de 2024, foram realizados 66 transplantes pulmonares, enquanto a lista de
espera permanece alta, com 190 pacientes adultos e 11 pediatricos aguardando um érgao
compativel.

A baixa taxa de captacdo de oOrgaos solidos representa um dos principais desafios
enfrentados pelas equipes transplantadoras, sendo especialmente critica no transplante
pulmonar devido a fragilidade desse 6rgdo e sua susceptibilidade a complica¢des no manejo do
doador®®. A sele¢do dos doadores é baseada em critérios clinicos rigorosos, incluindo idade,
presenca de comorbidades, tempo de intubacéo orotraqueal, achados radiograficos e parametros
gasométricos®’. Para ampliar o nimero de doadores elegiveis, diversas estratégias tém sido
implementadas, como o uso de pulmdes recondicionados, a doacéo apds parada circulatoria e a
flexibilizagdo dos critérios de aceitacdo, permitindo a utilizagdo de doadores ndo ideais®®1,

Nos ultimos anos, avangos na preservacdo pulmonar e no recondicionamento ex vivo
contribuiram para melhorar os resultados dos transplantes. A técnica de perfusdo pulmonar ex
vivo (ex vivo lung perfusion — EVLP) tem sido amplamente estudada e aplicada como uma
estratégia para avaliar e recuperar pulmdes inicialmente considerados marginais para
transplante, aumentando o numero de érgdos disponiveis. Além disso, aprimoramentos nas
solucgdes de preservacdo pulmonar, como a utilizacdo da solucdo de Perfadex® associada ao
uso de esteroides e agentes antioxidantes, demonstraram potencial para minimizar os danos
causados pela isquemia fria e pela reperfuséo.

Paralelamente, investigacdes sobre novas abordagens para reduzir a lesdo de isquemia-
reperfusdo levaram ao estudo dos perfluorocarbonos (PFCs), liquidos biologicamente inertes
com alta capacidade de dissolucdo de gases. Originalmente utilizados na ventilacdo liquida total
em neonatologia e no suporte ventilatorio experimental, os PFCs despertaram interesse na
medicina de transplantes devido as suas propriedades protetoras contra lesdes oxidativas e

inflamatorias. Estudos experimentais indicaram que a instilacdo de PFCs nos pulmdes durante
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a preservacdo pode ajudar a estabilizar a membrana alveolar e reduzir a inflamacéo,
minimizando os danos associados ao processo de isquemia-reperfuséo.

Com base nesses achados, a ventilacao liquida parcial (VLP) com PFCs surgiu como
uma abordagem inovadora para otimizar a preservacdo pulmonar. Diferente da ventilacdo
liquida total, a VLP utiliza uma quantidade parcial de PFCs associada a ventilacdo mecanica
convencional, permitindo a formagdo de uma interface liquido-ar nos alvéolos que melhora a
troca gasosa, reduz a atelectasia e diminui a resposta inflamatdria. Entre os diversos tipos de
PFCs, o perfluorooctil-bromido (PFB) destaca-se por suas propriedades fisico-quimicas
favoraveis, incluindo alta solubilidade de oxigénio e diéxido de carbono, efeitos antioxidantes
e capacidade de estabilizagdo da estrutura alveolar.

Diante desse contexto, 0 presente estudo tem como objetivo investigar os efeitos da VLP
com PFB na preservacdo pulmonar em um modelo experimental de isquemia fria em pequenos
animais. Ao avaliar seu impacto na reducdo do dano por isquemia-reperfuséo e na viabilidade
do enxerto, este projeto busca gerar evidéncias para o desenvolvimento de protocolos mais
eficazes na pratica clinica. Além disso, os achados poderdo contribuir para a ampliacéo do uso
de pulmdes de doadores com critérios estendidos, aumentando a disponibilidade de 6rgaos
viaveis e reduzindo a mortalidade na lista de espera. Dessa forma, a pesquisa reforca o
compromisso com a inovacgédo cientifica e apresenta um potencial impacto positivo na satde

publica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  VENTILACAO LIQUIDA PARCIAL

2.1.1 Historico da ventilacéo liquida e o papel dos Perfluorocarbonos (PFCs)

As primeiras aplicacdes da ventilacdo liquida parcial (VLP) foram exploradas em
diferentes contextos, desde estudos experimentais até potenciais usos clinicos. Historicamente,
a ventilacdo liquida comecou a ser estudada no inicio do século XX, mas a aplicacdo da
ventilacdo liquida com perfluorocarbonos (PFCs) teve seu marco inicial com os trabalhos de
Leland C. Clark Jr. e Franck Gollan, na década de 1960213,

Principais primeiras aplicacdes da VLP:

1. Pesquisa militar e exposicdo a gases toxicos:
No periodo pés-Primeira Guerra Mundial, houve interesse em utilizar liquidos
instilados nos pulmdes para tratar soldados expostos a gases toxicos, como cloro e
gas mostarda. Foram testadas solugdes salinas para minimizar os danos pulmonares
causados por inalacdo de substancias irritantes;

2. Substituto do sangue e transporte de oxigénio:
Durante a Segunda Guerra Mundial, os militares buscaram alternativas para a
transfusdo sanguinea em ambientes nos quais ndo havia disponibilidade de sangue
humano. Os perfluorocarbonos (PFCs) foram identificados como potenciais
transportadores de oxigénio, o que levou a estudos sobre sua aplicacdo em pacientes
com hipOxia severa,;

3. Ventilacdo de recém-nascidos prematuros:
Um dos primeiros usos experimentais da ventilacao liquida foi em bebés prematuros
com sindrome do desconforto respiratorio neonatal (SDRN), uma condicao
caracterizada pela deficiéncia de surfactante pulmonar. A instilacdo de PFCs ajudava
a manter os alvéolos abertos e melhorar a oxigenacéo;

4. Exploracdo em ambientes de alta pressao - mergulhadores e astronautas:
Nos anos 1960 e 1970, foi explorada a possibilidade de utilizar ventilacdo liquida
para mergulhadores de grande profundidade, reduzindo os efeitos da narcose pelo

nitrogénio e da toxicidade do oxigénio em altas pressdes. Além disso, a NASA
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estudou o conceito de uma capsula liquida para proteger astronautas contra forcas G
extremas;

5. Tratamento da Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA):
Nos anos 1980 e 1990, a VLP foi testada como alternativa para tratar pacientes com
SDRA, uma condicéo grave em que ocorre inflamacao e colapso alveolar, resultando
em insuficiéncia respiratoria. Os PFCs ajudavam a melhorar a oxigenacéo e a reduzir
os danos pulmonares causados pela ventilagdo mecéanica convencional;

6. Preservacédo pulmonar e transplantes:
Estudos mais recentes sugerem que a ventilagdo liquida parcial pode ser uma
estratégia util para preservacdo de pulmdes transplantados e para recondicionamento
pulmonar ex vivo, reduzindo o impacto da isquemia e melhorando a funcdo do

enxerto apos o transplante.

Essas primeiras aplicaces mostraram o potencial da ventilacdo liquida parcial em
diversas areas, desde a medicina neonatal e respiratdria ate a biomedicina aeroespacial e de
mergulho. No entanto, desafios tecnicos e limitagcdes na transicdo para o uso clinico ainda

limitam sua aplicacdo em larga escala.

2.1.2 Propriedades biofisicas e fisioldgicas dos Perfluorocarbonos

Os PFCs sdo liquidos inertes, incolores, de alta densidade, baixa tensdo superficial e
insolubilidade em &gua, com grande capacidade de difusdo de gases respiratdrios. Atualmente,
mais de 50 tipos de PFCs foram desenvolvidos para uso experimental e clinico. Além de
conferirem protecdo ao surfactante e a membrana alveolar, também atuam como carreadores de
residuos no interior dos alveolos. Estudos demonstram que PFCs podem permanecer nos
pulmdes por até cinco anos sem efeitos deletérios.

Entre os diferentes tipos de PFCs, destacam-se as moléculas lineares, como o
Perfluorooctil-bromido (PFB), que possuem melhor solubilidade para oxigénio em comparacao
com moléculas ciclicas, como a Perfluorodecalina. O PFB apresenta caracteristicas favoraveis
para a ventilacdo liquida, incluindo maior densidade que os fluidos corporeos, permitindo que
ele desca para regides pulmonares dependentes e funcione como um PEEP liquido. Além disso,
promove melhor distribuicdo do fluxo sanguineo pulmonar, melhora a relacdo
ventilagdo/perfusdo e otimiza a complacéncia pulmonar ao compensar a deficiéncia de

surfactantes4-16,
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O PFB se destaca entre os perfluorocarbonos devido as suas propriedades fisico-
quimicas que favorecem a ventilacdo liquida parcial (VLP). Sua alta solubilidade para oxigénio,
decorrente de sua estrutura molecular linear, permite uma melhor oxigenagdo em comparacao
com moléculas ciclicas, como a Perfluorodecalina. Além disso, sua alta densidade faz com que
ele desca para as regides pulmonares dependentes, nas quais funciona como um “PEEP
liquido”, prevenindo o colapso alveolar e melhorando a relagéo ventilagao/perfuséo. Outro fator
importante € sua baixa tensdo superficial, que reduz a interface ar-liquido nos alvéolos
pulmonares, otimizando a complacéncia pulmonar e compensando a deficiéncia de
surfactantes. Sua pressao de vapor equilibrada impede tanto sua evaporacgdo rapida quanto sua
permanéncia prolongada no pulmédo, o que reduz a necessidade de reposicOes frequentes
durante a ventilacdo liquida. O PFB também promove uma redistribuicdo do fluxo sanguineo
pulmonar, direcionando-o para areas mais bem ventiladas, o que aumenta a eficiéncia das trocas
gasosas. Alem disso, apresenta efeitos protetores contra o estresse oxidativo e a inflamacao,
reduzindo danos pulmonares em modelos experimentais, e sendo uma alternativa promissora
para transplantes pulmonares e lesdes de isquemia/reperfusdo. Outro diferencial do PFB é seu
potencial terapéutico ampliado, podendo ser utilizado como veiculo para a administracéo de
medicamentos, anestésicos e até celulas-tronco, abrindo novas perspectivas para o tratamento
de doencas pulmonares. Com essas caracteristicas, 0 PFB se mostra a op¢do mais eficaz para a
ventilacdo liquida parcial, proporcionando melhor recrutamento alveolar, otimizacdo da

mecanica pulmonar e preservacao de enxertos pulmonares em transplantes (Tabela 1).

Tabela 1 - Propriedade dos Perfluorocarbonos (PFCs)

Tioo de PEC Estrutura | Solubilidade Densidade Funcao como Efeito na Persisténcia
P Molecular | de Oxigénio PEEP Liquido Ventilagéo no Pulmao
Melhora a
distribuicéo do
Maior que fluxo sanguineo, | Até 5 anos
PFB Linear Maior os fluidos Sim otimiza a relacdo | sem efeitos
corpéreos ventilacdo/perfusd| deletérios
0 e a complacéncia
pulmonar
Mepor_efl_caga M| Até 5 anos
. . Menor que . distribuicéo e .
Perfluorodecalina| Ciclica Menor Menos eficaz L sem efeitos
o PFB solubilidade de o
gases deletérios

Fonte: Elaboracgéo propria.
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2.1.3 Aplicacdo da ventilacéo liquida parcial com PFB

A ventilagdo liquida total, na qual os pulmdes sdao completamente preenchidos com
liquido, foi testada em diversos experimentos, mas obteve os melhores resultados na
modalidade de ventilagdo liquida parcial (VLP). Nessa abordagem, o PFB é administrado em
volume proximo a Capacidade Residual Funcional (CRF), enquanto a ventilagdo mecénica €
mantida convencionalmente (Figura 1).

Figura 1 - Volumes pulmonares
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Fonte: Yoshida et al. (2005).

Em modelos experimentais, a VLP demonstrou efeitos benéficos, como a reducéo da
concentracdo de mediadores pro-inflamatérios durante o periodo isquémico e a melhora da
preservacdo dos enxertos pulmonares. Estudos em transplantes pulmonares experimentais
mostraram que a VLP com PFB reduz a disfuncdo aguda do enxerto, e melhora a mecénica
ventilatoria e as trocas gasosas em comparagdo com a ventilagdo convencional*19-2L,

2.1.4 Impactos da ventilacdo liquida parcial em modelos de doen¢a pulmonar

Nos ultimos 60 anos, a VLP foi amplamente estudada em diferentes modelos, incluindo
pulmdes normais, prematuros e lesados. Em pulmdes normais, observou-se uma piora da
relacéo ventilagdo/perfusdo, reduzindo a eficiéncia das trocas gasosas. No entanto, em modelos

de lesdo pulmonar aguda e em bebés prematuros, a VLP melhorou a complacéncia pulmonar e
reduziu o shunt direita-esquerda.
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Apesar dos beneficios observados em estudos experimentais, os resultados clinicos ndo
foram tdo promissores. Ricard et al. relataram que doses de 7 a 13 ml/kg de PFB instiladas na
traqueia reduziram as lesbes microvasculares associadas a ventilagdo mecénica em pulmdes
injuriados, enquanto doses préximas a CRF (20 ml/kg) ndo demonstraram beneficios

adicionais®.

2.1.5 Volatilidade e estratégias de administracdo do PFB

O PFB ¢ um liquido volatil, e diferentes estratégias de reposi¢do foram investigadas
para otimizar sua eficacia. Estudos demonstraram que o PFB pode manter a oxigenacédo e a
integridade pulmonar por até quatro horas sem necessidade de reposicdo. Além disso,
estratégias de administracdo influenciam diretamente a distribuicdo do PFC pelo parénquima
pulmonar, sendo a instilagdo traqueal lateral uma das abordagens testadas?!?2,

A nebulizacéo/aerossolizacdo do PFC também foi explorada como alternativa para
melhorar sua distribuicdo pulmonar. Estudos com aerossolizacdo mostraram beneficios
prolongados na troca gasosa e mecanica pulmonar em porcos depletados de surfactante, embora

outros estudos tenham questionado a eficacia da distribuicio do PFC nessa modalidade?>%,

2.1.6 PFB como carreador de substancias e células

Além de seu papel na ventilacdo liquida, o PFB pode atuar como veiculo para a
administracdo de antibidticos, anestésicos, substancias vasoativas, imunossupressores e
células-tronco diretamente no parénquima pulmonar. Estudos demonstram que a VLP com PFB
tem potencial para melhorar a deposicdo alveolar dessas substancias, tornando-se uma

estratégia promissora para o tratamento de doencas pulmonares??.

2.1.7 Desafios e limitagdes da ventilacdo liquida parcial

Apesar dos avancos, a aplicacdo clinica da VLP com PFCs ainda é limitada devido ao
seu alto custo e a ocorréncia de complicaces, como pneumotdérax, disfuncédo cardiocirculatéria,
acidose metabdlica, dificuldades na transi¢do para a ventilagdo convencional e a necessidade
de aspiracdo frequente para remocgao de secrecdes.

Entretanto, os avancos tecnoldgicos no monitoramento pulmonar vém contribuindo para

a otimizacdo da VLP. O estudo de Becerra et al. (2021) demonstrou que a ventilagdo liquida
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associada ao recondicionamento ex vivo reduziu a resposta inflamatéria em modelos de leséo

por isquemia e reperfuséo, reforcando seu potencial terapéutico**.

2.2  TRANSPLANTE PULMONAR

2.2.1 Definicéo e histdrico

Nas Ultimas décadas, o transplante pulmonar consolidou-se como uma estratégia
terapéutica reconhecida globalmente para o tratamento de pneumopatias avancadas. Indicado
em casos nos quais abordagens menos invasivas ndo sdo eficazes, o procedimento tem como
objetivo prolongar a expectativa e melhorar a qualidade de vida de pacientes com doencas
pulmonares progressivas?*2,

Os primeiros avancgos na historia do transplante pulmonar remontam a 1907, quando o
cientista francés Alexis Carrel estabeleceu as bases metodoldgicas para o transplante de 6rgaos
solidos ao descrever técnicas inovadoras de anastomose vascular. Seus achados possibilitaram
0 progresso cientifico no campo dos enxertos pulmonares, incluindo sua experiéncia pioneira
com transplante cardiopulmonar heterotopico em felinos, pesquisa que Ihe rendeu o Prémio
Nobel em 19122627,

Nas décadas seguintes, houve avancos significativos, apesar das limitacdes técnicas da
época. Em 1947, o fisiologista soviético Vladimir Demikhov realizou um transplante
experimental de coracdo e pulméo em cdes, com uma sobrevida inicial de duas horas, abrindo
caminho para novos experimentos no campo?®,

O primeiro transplante pulmonar em humanos ocorreu em 1963, sob a lideranca de
James Hardy, apds extensos testes em animais. Apesar dos avangos técnicos, o paciente faleceu
no 11° dia pos-operatério devido a insuficiéncia renal, revelando os desafios da
imunossupressio da época?®3, Somente em 1971, registrou-se o primeiro paciente a sobreviver
por mais de 10 meses apds o transplante pulmonar®?.

Nos anos 1980, a introducédo da ciclosporina melhorou significativamente a sobrevida
dos transplantados. Em 1983, Joel Cooper e sua equipe em Toronto realizaram o primeiro
transplante pulmonar unilateral da "era pés-ciclosporina”, garantindo uma sobrevida de 6,5
anos ao paciente. Esse grupo tornou-se referéncia mundial, alcancando a marca de 3.000

transplantes pulmonares®%:3t,
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No Brasil, o primeiro transplante pulmonar foi realizado em 1989 pelo cirurgido José
Camargo na Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre. O paciente teve uma sobrevida de 10

anos, representando um marco histérico na América Latina®,

2.2.2 Principios para indicagdo ao transplante pulmonar

Inicialmente, a alocacdo de 6rgdos baseava-se em critérios simples, como tempo em
lista de espera e compatibilidade sanguinea. Contudo, a crescente demanda por transplantes
pulmonares evidenciou as limitaces desses métodos. Em 2005, foi implementado o Escore de
Alocacdo de Pulméo (LAS, do Inglés, Lung Allocation Score), que prioriza pacientes com
maior urgéncia e melhor progndstico pds-transplante®?.

O LAS contribuiu para uma selecdo mais equitativa dos candidatos e foi consolidado
pelo Consenso de 2014 da Sociedade Internacional para o Transplante de Coracdo e Pulmao
(ISHLT)%. O transplante pulmonar é, geralmente, indicado para pacientes com doencas
pulmonares crénicas em estadgio avancado, risco elevado de morte em dois anos sem o
procedimento e alta probabilidade de sobrevivéncia por, pelo menos, cinco anos apds o
transplante.

As principais indicacdes incluem: doenca pulmonar obstrutiva cronica (33%), fibrose
pulmonar (30%), fibrose cistica (16%), retransplante (4%) e hipertensdo arterial pulmonar
idiopatica (2,9%)*". Recentemente, a pandemia de COVID-19 suscitou debates sobre a
viabilidade do transplante pulmonar para pacientes com faléncia respiratoria irreversivel

causada pelo virus*#.

2.2.3 Dimensionamento dos transplantes pulmonares

A ampliacdo dos critérios de elegibilidade para transplante pulmonar resultou no
crescimento global dos procedimentos, ultrapassando 4.000 transplantes em 2015%*. No Brasil,
porém, 0s numeros seguem abaixo das metas estabelecidas. Em setembro de 2024, 190
brasileiros adultos e 11 pediatricos aguardavam um transplante pulmonar®’. Os principais

entraves incluem financiamento insuficiente e baixa taxa de pulmdes viaveis para doagéo®’.
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2.2.4 Critérios para doacéo de pulmao

Os critérios para selecdo de doadores pulmonares ainda sdo baseados em diretrizes da
década de 1980. Doadores ideais tém entre 20 e 45 anos, relagdo PaO./FiO. superior a 350,
histdrico livre de tabagismo e tempo de isquemia inferior a quatro horas®,

Dada a crescente demanda, a ampliacdo desses critérios tem permitido a utilizacdo de
6rgdos antes considerados inviadveis, 0 que exige maior atencdo as complicacdes sistémicas e

as condicdes do doador*®4°,

2.2.5 Estratégias para aumento do pool de pulmdes para transplante

A escassez de 6rgéos para transplante pulmonar continua sendo um dos maiores desafios
enfrentados pela medicina transplantadora. A taxa de aproveitamento de pulmdes doados
permanece baixa devido a alta susceptibilidade desse 6rgao a lesdes inflamatorias e infecciosas.
Para mitigar essa limitacdo e expandir a disponibilidade de pulmdes viaveis, diversas estratégias

tém sido exploradas nos ultimos anos®.

2.2.5.1 Ampliacéo dos critérios de selecdo de doadores

A adocdo de critérios menos restritivos para aceitacdo de pulmdes de doadores tem sido
uma estratégia fundamental para aumentar o numero de enxertos disponiveis.
Tradicionalmente, pulmdes de doadores com historico de tabagismo, idade avancada ou tempo
prolongado de ventilagdo mecénica eram sistematicamente descartados. No entanto, estudos
recentes demonstraram que, em determinados casos, esses 6rgdos podem ser utilizados com
sucesso, desde que submetidos a avaliacdes rigorosas.

Dentre os critérios expandidos que vém sendo aplicados, estdo:

1. ldade acima de 55 anos, desde que a funcdo pulmonar seja preservada,;

2. Historico de tabagismo (>20 macos-ano), com avaliacdo complementar por
tomografia de torax;

3. Tempo prolongado de ventilagdo mecénica (>72 horas), considerando parametros
ventilatorios favoraveis;

4. Gasometria arterial com PaO:/FiO. entre 250 e 300, antes considerados

inaceitaveis.
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Essas abordagens permitem o aproveitamento de pulmdes que, antes, seriam

automaticamente descartados.

2.2.5.2 Perfuséo pulmonar ex vivo (EVLP)

A técnica de perfusdo pulmonar ex vivo (EVLP) revolucionou a preservagdo e o
recondicionamento de pulmdes marginais, permitindo a avaliacdo e a recuperacao funcional do
enxerto antes do transplante. A EVLP consiste na circulacdo de um liquido perfusor aquecido
e oxigenado por meio do pulmao isolado, sob ventilagdo controlada, permitindo a remocao de
secregOes, avaliagdo hemodinamica e recuperacédo da funcdo alveolar.

Estudos clinicos demonstram que pulmdes inicialmente descartados podem ser
recuperados e utilizados com seguranca apés passarem pela EVLP, reduzindo as taxas de
disfuncédo primaria do enxerto e melhorando a sobrevida dos receptores. Além disso, a técnica

viabiliza a aplicacdo de estratégias terapéuticas como:

1. Administracdo de antibidticos e surfactantes para tratar infeccdes pulmonares;
2. Uso de antioxidantes para reduzir o estresse oxidativo;

3. Terapias celulares (ex.: células-tronco mesenquimais) para regeneragao pulmonar.

2.2.5.3 Doacao apo6s parada circulatoria (DCD)

A doacédo apo6s parada circulatéria (DCD) vem sendo cada vez mais explorada como
alternativa para expandir o niumero de pulmdes disponiveis. Diferentemente da doagdo apds
morte encefalica, a DCD envolve doadores que evoluem para parada cardiorrespiratoria
controlada ou ndo controlada.

Embora a DCD tenha sido inicialmente limitada por preocupagdes com a viabilidade do
enxerto, estudos recentes mostram que pulmdes de DCD apresentam sobrevida semelhante a
de doadores em morte encefélica, desde que submetidos a EVLP e preservacdo otimizada.
Paises como Espanha, Reino Unido e Canada ja adotam essa estratégia de forma rotineira,

aumentando significativamente o nimero de transplantes pulmonares realizados®.
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2.2.5.4 Desenvolvimento de biomarcadores para avaliagdo da viabilidade pulmonar

A busca por biomarcadores especificos que permitam predizer a viabilidade do pulmao
doado é uma éarea promissora na medicina de transplantes. Marcadores inflamatorios e
oxidativos (ex.: IL-6, TNF-a, MDA, SOD e CAT) podem ser utilizados para estratificar o risco
de disfuncdo priméria do enxerto e otimizar a sele¢do de 6rgdos para transplante.

Alem disso, avangos em inteligéncia artificial e aprendizado de méquina vém sendo
explorados para analisar padrGes de tomografia de tdrax e gasometria arterial, auxiliando na
deciséo sobre o0 uso de pulmdes de doadores marginais.

2.3 DISFUNCAO PRIMARIA DO ENXERTO (DPE)

2.3.1 Lesdo por isquemia-reperfusdo na DPE

A disfungdo primaria do enxerto (DPE) é a principal complicacdo precoce ap0s o
transplante pulmonar, resultando de uma cascata complexa de eventos inflamatorios e
oxidativos desencadeados pelo processo de isquemia-reperfusdo. A morte encefalica e suas
repercussdes fisiopatologicas geram multiplos impactos deletérios sobre o enxerto pulmonar.
Além da causa especifica do Obito, fatores como o tempo de ventilacdo mecanica invasiva e 0s
métodos de preservacdo e armazenamento dos pulmdes antes do transplante influenciam
diretamente o desenvolvimento da DPE®*%4,

A DPE é caracterizada por hipoxemia grave (razdo PaO2/FiO; reduzida) e infiltrados
pulmonares bilaterais compativeis com edema pulmonar ndo cardiogénico. Esses achados,
tipicos de uma lesdo pulmonar aguda, surgem nas primeiras horas ap6s a reperfusdo do érgédo
transplantado e estdo associados a elevadas taxas de morbimortalidade em receptores de
transplante pulmonar3*°8,

De acordo com o Consenso de 2016 da Sociedade Internacional para o Transplante de
Coracdo e Pulmao (ISHLT), a DPE ¢ classificada em trés graus de severidade, com avaliacdo
em diferentes momentos (TO, T24, T48 e T72 horas) apds a reperfusdo, permitindo um

acompanhamento dindmico da progresséo da les&o®.
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2.3.2 Mecanismos de lesédo por isquemia-reperfuséo (LIR)

Embora a DPE seja diagnosticada apds a reperfusdo, seus mecanismos fisiopatoldgicos
tém inicio ainda durante o periodo de isquemia do enxerto. O insulto isquémico leva a ativacdo
de vias inflamatdrias e oxidativas que constituem a base etiologica da DPE33%°,

A interrupcéo do fluxo sanguineo durante a captacdo e o armazenamento do enxerto
resulta em hipoxia tecidual severa, agravada pela auséncia de estimulos mecénicos nas paredes
vasculares. Esse ambiente favorece a ativacdo de macrofagos alveolares e células endoteliais,
promovendo a liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)%>*°.

A hipdxia reduz a producdo de ATP, levando ao fechamento de canais de potéssio
sensiveis ao ATP na membrana das celulas endoteliais. Isso resulta na despolarizacdo da
membrana e na ativacdo da NADPH oxidase, amplificando a produgdo de EROs. Além disso,
a disfung@o mitocondrial intensifica a liberag&o de ions calcio e radicais livres, exacerbando a
lesdo celular®3°8,

Outro mecanismo relevante envolve a conversdo da xantina desidrogenase em xantina
oxidase, interrompendo a conversdo de hipoxantina em &cido Urico e promovendo a formacao

de EROs adicionais no tecido pulmonar®?,

2.3.3 Fase de reperfuséo e resposta inflamatoria

A reperfuséo do enxerto isquémico desencadeia um recrutamento macico de neutrofilos
para os pulmdes transplantados, exacerbando a resposta inflamatdria. Essas células liberam
citocinas pré-inflamatorias, elastases e proteases, aumentando a permeabilidade vascular e
comprometendo a integridade endotelial. Além disso, a ativacdo plaquetaria e a reducdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) elevam a resisténcia vascular pulmonar, resultando
na formacdo de edema intersticial®®,

As consequéncias fisiopatoldgicas incluem hipoxemia progressiva, aumento do espaco
morto ventilatorio, disfuncdo na producdo de surfactante e comprometimento da mecénica
pulmonar. Esses fatores combinados resultam em piora da funcdo pulmonar e prolongamento
da recuperacéo pds-transplante®®.

A compreensdo detalhada dos mecanismos envolvidos na DPE é essencial para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas que minimizem sua ocorréncia e gravidade,

favorecendo melhores desfechos para os receptores de transplante pulmonar.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos da ventilagdo liquida parcial com perfluorooctil-bromido (PFB) na

preservacdo pulmonar em modelo experimental de transplante pulmonar unilateral em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os pardmetros hemodinamicos, gasométricos e mecanicos pulmonares em
pulmdes submetidos a ventilacéo liquida parcial com PFB e isquemia fria;

e Quantificar os marcadores de estresse oxidativo e citocinas inflamatorias para
compreender 0s mecanismos bioquimicos associados ao uso de PFB;

e Determinar os efeitos do PFB sobre a histoarquitetura pulmonar, incluindo

alteracdes inflamatdrias e estruturais, apds a reperfuséo do enxerto.
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4 METODOS

Os animais utilizados durante o experimento foram fornecidos pelo biotério da
Universidade de Campinas, Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica na Area da
Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB). Os animais foram mantidos no biotério da
Divisdo de Experimentacdo do Instituto do Coracdo, em ambiente convencional, &gua e racdo
balanceada ad libitum. Todo protocolo experimental foi realizado no Laboratério de Pesquisa
em Cirurgia Toréacica LIM 61, localizado na Divisdo de Experimentacdo Animal do Instituto
do Coracéo - HCFMUSP.

41  DESENHO EXPERIMENTAL

O protocolo foi baseado nos principios éticos segundo as normas vigentes do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) que regem sua utilizacdo na pesquisa
cientifica.

No presente estudo, foram utilizados 32 ratos isogénicos machos adultos da linhagem
Lewis, com peso médio entre 300 e 400 gramas. Foram realizados 16 experimentos de captacao,
nos chamados animais doadores (8 no Grupo-Controle e 8 no Grupo-PFB) e 16 transplantes
pulmonares nos animais receptores (8 em cada grupo) conforme ilustrado na Figura 2. A
distribuicdo dos roedores nos grupos experimentais foi feita de maneira aleatoria, por meio de
sorteio.

Grupo-Controle: 8 animais doadores foram anestesiados e mantidos em ventilacéo
mecanica convencional por 2h, seguido de extracao do bloco cardiopulmonar; ap6s um periodo
de 6 horas de isquemia fria, 8 animais receptores foram submetidos a realizacdo do transplante
unilateral a esquerda com 2h de reperfusao.

Grupo-PFB: 8 animais doadores foram anestesiados e mantidos em ventilacdo mecanica
convencional por 2h, tratados com PFB nos momentos 15, 20, 25 e 30 minutos, seguido de
extracdo do bloco cardiopulmonar; ap6s um periodo de 6 horas de isquemia fria, 8 animais
receptores foram submetidos a realizacdo do transplante unilateral a esquerda com 2h de

reperfuséo.
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Figura 2 - Desenho experimental do projeto
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Fonte: Elaboracéo propria com BioRender.com.
Nota: CTR, grupo controle; BFB, grupo perfluorooctil-bromido; E, pulméo esquerdo; LTx - CTR,
transplante de pulm&o do grupo controle; LTx — PFB, transplante de pulméo do grupo PFB.

4.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

4.2.1 Preparo do animal

Os animais foram anestesiados em camara fechada com isoflurano a 5% e submetidos
a intubacéo orotraqueal e ventilagdo mecanica por meio de ventilador para roedores (Harvard
Apparatus, modelo 683), FiO. de 100%, volume corrente de 10 mL/kg e 60 ciclos por minuto.
O suporte anestésico foi mantido com isoflurano a 2%.

Com os animais posicionados em decubito dorsal em placas aquecedoras, para manter
a temperatura constante, procedeu-se com tragueostomia para insercdo de uma canula rigida, a
artéria e veia femoral direita foram canuladas, utilizando cateter confeccionados com perfusor
infantil e dispositivo periférico intravenoso (24-gauge) preenchidos com solucdo salina
heparinizada (500 1U/ml) e inseridos delicadamente com o auxilio de microscopio
estereoscopico (Zeiss, modelo Stemi 508). O cateter da artéria femoral direita foi conectado a
um monitor (Dixtal, DX2021, Brasil) para registro da pressao arterial média (PAM). A veia

femoral foi utilizada para retirada de aliquotas de sangue durante todo o procedimento.

4.2.2 Administracdo PFC via traqueal (Grupo PFB)

Devido a alta densidade do PFB, que dificultava sua nebulizacdo, e com base em testes-

piloto que demonstraram uma distribuicdo adequada do composto quando instilado, optou-se
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por essa via de administracdo. Apds 15 minutos, os animais do grupo que recebeu PFB foram
submetidos a instilagdo traqueal do composto na dose de 7 mL/kg, utilizando uma seringa de 3
mL. A administrag&o foi realizada por meio de uma torneira de trés vias, em quatro etapas, com
intervalos de 5 minutos entre cada instilagdo. Para otimizar a distribuicdo, um quarto da dose
foi administrado em cada uma das seguintes posi¢oes: Trendelemburg reverso, decubito lateral
direito, decubito lateral esquerdo e Trendelemburg (Figura 3A). Durante breves periodos, a
ventilagdo foi interrompida para a instilagdo do PFB, utilizando a torneira de trés vias, sem
comprometer a manutencdo do experimento. Imediatamente ap6s a administracdo, a ventilacao

convencional foi restabelecida, sendo essa mesma estratégia aplicada ao Grupo-Controle.

4.2.3 Ventilacéo

Tanto os animais doadores quanto os receptores foram mantidos em ventilacdo
mecanica ao longo do experimento, utilizando um ventilador para roedores (Harvard Apparatus,
modelo 683) com fracdo inspirada de oxigénio (FiO2) de 100%, volume corrente de 10 mL/kg
e frequéncia respiratoria de 60 ciclos por minuto por duas horas.

No inicio e ao final de cada etapa experimental, os animais foram rapidamente
desconectados do ventilador Harvard e conectados ao ventilador flexiVent (flexiVent®,
SCIREQ, Montreal, Canadd) para avaliacdo da mecanica ventilatoria, sem comprometimento
do estado fisiologico ou da continuidade do experimento. O flexiVent, um sistema
computadorizado, permitiu a realizacdo de manobras ventilatérias controladas de pressao e
volume para obtencdo de medicdes precisas e reprodutiveis da mecanica respiratoria. Apés a
concluséo das analises, os animais foram imediatamente reconectados ao ventilador Harvard,
restabelecendo-se a ventilagdo mecénica nas condic@es iniciais. Os dados foram coletados e
analisados por meio do software flexiWare7®, que possibilitou a visualizacdo grafica dos

parametros ventilatérios e o armazenamento das informacg6es experimentais.

4.2.4 Perfusao e extracdo pulmonar

Com o rato em posicdo supina, foi infundida heparina a uma dose de 100U1/100g na
veia cava abdominal. Uma toracotomia com resseccdo do esterno foi realizada e o diafragma
aberto radialmente com cautela para ndo lesionar o pulmé&o. Por meio da timectomia o coragéo
foi exposto, procedendo com ventriculotomia direita adjacente a artéria pulmonar, seccéo da

veia cava inferior, e ventriculo esquerdo longitudinalmente na ponta. A lavagem pulmonar
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anterograda foi realizada com 20ml de solucdo de preservacdo (Perfadex®, produzida e
comercializada pela Vitrolife Goteborg, Suécia), por meio de uma canula introduzida na artéria
pulmonar pela ventriculotomia. A solugdo de preservacdo foi administrada por gravidade a
partir de um reservatdrio posicionado 20cm acima do coracdo, com drenagem espontanea do
efluente pela ventriculotomia esquerda. Apoés, foi realizada a perfusdo retrégrada pela
ventriculotomia esquerda com 10ml de solugdo de preservacdo®. Ao término da lavagem, a
traqueia foi ligada com um fio abaixo da canula, e a extragdo pulmonar foi realizada em sentido
cranio caudal a partir do estreito cérvico mediastinal superior, por tracdo anterior e inferior da
traqueia com dissec¢do do mediastino posterior. O bloco cardiopulmonar foi removido e o
processo de isquemia fria foi mantido por 6h a 4°C. Apds este periodo, foi realizada a separacéao
dos pulmdes. O pulmao direito foi separado para analises e o pulmao esquerdo foi preparado
para o implante por meio da técnica dos cuffs (Figura 3B e 3C).

4.2.5 Transplante

Os animais receptores foram anestesiados e mantidos vivos da mesma forma que 0s
doadores. Foram mantidos em decubito lateral direito e submetidos a toracotomia esquerda por
meio de incisdo no 5° espaco intercostal. O ligamento inferior foi cuidadosamente rompido para
facilitar a exposicao do hilo pulmonar pela tracdo do pulméo. Apoés a dissec¢do e clampeamento
das estruturas hilares com o auxilio de microscépio estereoscopico (Zeiss, modelo Stemi 508),
0 enxerto foi posicionado sobre o pulmao nativo e o implante foi iniciado com uma seccao
parcial da parede da artéria pulmonar esquerda, progredindo-se o cuffs da artéria do doador
para o interior da artéria receptora, seguido por fixacédo das estruturas com fio monofilamentar
7.0. Este mesmo procedimento foi realizado para o bronquio®. Apds a colocacéo e fixagdo dos
cuffs, a ligadura do brénquio foi removida e a ventilacdo lentamente restabelecida, desfazendo-
se as atelectasias (Figura 3D). A seguir, o clamp da artéria pulmonar foi aberto, permitindo a
circulacdo anterdgrada e saida de coagulos e ar, sendo, novamente, fechada. Por fim, foi feita
uma seccdo parcial da parede da veia pulmonar esquerda, progredindo-se o cuff da veia do
doador e fixando-o. O clamp da veia foi retirado, seguido do clamp da artéria, restabelecendo

a circulacdo anterdgrada e a perfusao do enxerto.
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Figura 3 - Procedimentos cirdrgicos

Fonte: Elaboragéo propria.
Nota: A: administracdo do PFB via traqueal; B: preparacdo do pulmdo esquerdo; C: pulmao
esquerdo com os cuffs; D: Implante do pulméo esquerdo no receptor.

4.2.6 Reperfusdo no animal receptor

O periodo de reperfusdo comecou a ser contado apos a abertura da artéria pulmonar e
comeco da perfusdo do pulméo recém-implantado. A reperfusdo durou 2 horas. Apos este

periodo, o lado esquerdo do pulmao foi removido para analises.

4.2.7 Analgesia dos animais

Imediatamente antes do fechamento da ferida cirurgica, foi feita a injec&o de cloridrato
de lidocaina 0,5% (2 mg/kg) no local da toracotomia. O fechamento do térax foi realizado por
planos separados com fio monofilamentar 2.0. Os animais receberam analgesia com dipirona
sodica (400 mg/kg) por via intramuscular, além de tramadol (5 mg/kg) por via subcuténea e

foram mantidos vivos por 120 minutos.
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4.2.8 Descarte/eutanasia

A eutanésia ocorreu por meio da exsanguinagdo da veia cava abdominal, a carcaca do
animal foi acondicionada em saco de residuo bioldgico, acondicionado em camara fria até a

incineragdo conforme a rotina do laboratdrio.

4.3 ANALISES NO DOADOR

4.3.1 Gasometria, leucometria e monitorizacdo hemodinamica

Amostras de sangue foram coletadas (basal e final), nos animais doadores, da artéria e
veia femoral para determinagéo dos parametros pO2, pCOz, pH, Saturagdo O, creatinina, ions
Na*, K*, Ca*™, CI" e lactato. Foram coletados amostra sanguinea da cauda de cada animal para
contagem de leucdécitos. Durante todo o procedimento, foi monitorizada a pressao arterial

sistémica e os dados computados a cada 10 minutos.

4.3.2 Avaliacdo mecanica ventilatoria

Ap0ds a conexdo do animal ao ventilador dedicado, conforme descrito anteriormente, foi
realizado um periodo de cinco minutos para estabilizacdo, durante o qual foram verificadas
possiveis fugas de ar, obstrucdes no sistema e ajustes no posicionamento do animal em relacao
ao ventilador.

A avaliacdo da mecéanica respiratoria foi realizada em dois momentos distintos: a
primeira medi¢do foi considerada como basal, enquanto a segunda ocorreu no final do
experimento. Foi empregada a técnica Snapshot (flexiVent; SCIREQ Inc, Montreal, Quebec,
Canada) para quantificar a resisténcia do sistema respiratorio (Rrs) e a complacéncia do sistema
respiratorio (Crs). Os dados foram considerados validos apenas quando o coeficiente de
determinacdo (COD) foi superior a 0,9, estabelecendo um critério de exclusdo para garantir a

confiabilidade dos resultados.

4.3.3 Preparo do pulméo direito do doador para analises

Os pulmdes de ratos apresentam uma anatomia distinta, sendo compostos por quatro

lobos no pulméo direito (cranial, médio, caudal e acessorio) e um Unico lobo no pulméo
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esquerdo. Com base nessa estrutura, os pulmdes foram subdivididos estrategicamente para a
realizacdo das diferentes analises do estudo, conforme ilustrado na Figura 4.

Cada lobo do pulmao direito foi designado para uma andlise especifica:

1. Lobo Cranial: Utilizado para a anélise anatomopatoldgica, permitindo a avaliacéo
histoldgica e morfoldgica das alteracGes pulmonares;

2. Lobo Meédio: Destinado a quantificacdo de citocinas, possibilitando a
caracterizacdo da resposta inflamatoria no tecido pulmonar;

3. Lobo Caudal: Reservado para a determinacdo da relacdo peso Umido/seco, um
parametro essencial para avaliar a presenca de edema pulmonar;

4. Lobo Acessorio: Destinado a analise dos parametros REDOX, permitindo a

avaliacdo do estresse oxidativo e da integridade bioquimica do tecido pulmonar.

Figura 4 - Relagdo das anélises dos fragmentos pulmonares do rato doador
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Fonte: Elaboracdo propria.

4.3.4 Anatomopatoldgico

Para a avaliacéo histologica o lobo cranial do pulméo do doador e o pulméo do receptor,
foram cuidadosamente coletados, lavados com solucdo fisioldgica a 4°C e armazenados em
solucdo de formol a 10% por 24 horas. Em seguida, as caixetas com o fragmento pulmonar
foram acondicionadas em etanol a 70% até a inclusdo dos blocos em parafinas. Apos 0s
processos de inclusdo dos blocos em parafinas, o tecido foi fixado em ldmina e corado com
hematoxilina e eosina. As laminas ja prontas foram digitalizadas pelo sistema denominado
Scanscope CS System Aperio Tecnologies, IC., CA, USA) com objetiva Olympus UPlanSApo

20x com especificagdes 40x/0.75 acoplada ao scanner. As imagens ja digitalizadas foram
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transferidas para o software de analises Aperio ImageScope View Aperio Tecnologies, IC., CA,
USA). Para a andlise de edema perivascular, selecionamos, manualmente, 10 vasos e a area do
edema foi quantificada pelo software. Na quantificacdo neutrofilica, para cada lamina de tecido
pulmonar, foram selecionados 10 campos de estudo, distribuidos de forma aleatéria pela
lamina. Em cada campo, contamos a quantidade de polimorfonucleares presente em uma regido
de septo pulmonar medindo, aproximadamente, 1 mm. A relagdo de
polimorfonucleares/tamanho de septo foi, entdo, analisada e seus resultados anotados. Os
pulmdes foram avaliados por dois investigadores cegos®’.

4.3.5 Peso imido/peso seco

O lobo caudal do pulmdo direito do doador foi utilizado para calcular a relagdo peso
umido/seco. O peso umido (em mg) foi medido primeiro; o peso seco (em mg) foi medido apos

o tecido ter sido seco durante 3 dias em estufa a +80°C.

4.3.6 Dosagem de citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10

O lobo médio do pulméo direito do doador foi coletado e armazenado a -80 C até o uso.
As citocinas fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-1B, IL-6 e IL-10 foram
quantificadas por meio do metodo multiplex/luminex com o kit MILLIPLEX® MAP (Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA). Todo o ensaio foi desenvolvido de acordo com o protocolo
do fabricante. Para a extracdo da proteina total, o fragmento do tecido pulmonar foi
homogenizado em PowerLyzer 24 Homogenizer e ressuspenso em 1mL de tampdo de lise de
proteina (RIPA Buffer, Millipore®) contendo inibidor de protease, 1 ug/mL, de aprotinina, 1
pg/mL de leupeptina e 1 mmol/mL de PMSF. Em seguida, as amostras foram deixadas em
repouso por 30 minutos a 4°C. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 10000
rpm por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado.

O filtro da placa contendo 96 pocos foi lavado com Bioplex Wash Buffer. Em seguida,
foram adicionadas beads conjugadas com o0s anticorpos anticitocinas e lavados com Bioplex
Wash Buffer, e as amostras adicionadas na placa. As amostras permaneceram, entdo, incubadas
por 2 horas e, ap6s, novamente, lavadas com Bioplex Wash Buffer. Em seguida, foi adicionado
em cada pogo o anticorpo biotinilado para deteccao do epitopo diferente da citocina e incubado

por 1 hora. Novas lavagens foram realizadas com Bioplex Wash Buffer com ressuspensdo dos
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beads que foram analisados pelo Bioplex Suspension Array System/Luminex (Bio-Rad)
utilizando o Software Bio-Plex Manager, verséo 4.0 (Bio-Rad).

4.3.7 Marcadores de estresse oxidativo

Os marcadores de estresse oxidativo (redox) no tecido pulmonar sdo importantes para
avaliar o equilibrio entre processos oxidativos e antioxidativos, refletindo o estado redox
celular. Esses marcadores sdo fundamentais em estudos que envolvem lesdo tecidual,
inflamacao e mecanismos de protecdo em condicdes de estresse oxidativo, como no transplante
pulmonar, isquemia-reperfusdo e outras doencas pulmonares. Depois de homogeneizado em
tampéo PBS (do Inglés, Phosphate-buffered Saline), o lobo acessorio foi utilizado para os
ensaios bioquimicos. Os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) foram avaliados pelo
ensaio do sal azul de nitrotetrazolio (Cat. No. N6876, Sigma-Aldrich) em um comprimento de
onda de 630 nm. A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi medida monitorando a
inibicdo da auto-oxidagao da adrenalina (Cat. No. E4642, Sigma-Aldrich) em um comprimento
de onda de 480 nm. A atividade da catalase (CAT) foi medida pela taxa de diminuicdo das
concentragdes de peroxido de hidrogénio (Cat. No. 102329854, Sigma-Aldrich) monitoradas a
240 nm. Como indice de dano oxidativo induzido pela peroxidagao lipidica, utilizamos o
método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Cat. No. T5500, Sigma-
Aldrich) para analisar produtos de malondialdeido (MDA) durante uma reacdo de aquecimento

acido monitorada a 532 nm, conforme descrito anteriormente®®,

4.4  ANALISES NO RECEPTOR

No animal receptor, foram coletadas amostras para gasometria e leucometria, além da
realizacdo da avaliacdo da mecanica ventilatéria e monitorizacdo hemodindmica, seguindo o
mesmo protocolo aplicado ao animal doador, tanto no periodo basal quanto no final.

Ap0Gs o periodo de reperfusdo do transplante unilateral, o pulméo esquerdo do receptor
foi fragmentado em quatro segmentos, permitindo a realizacdo das mesmas analises conduzidas
no pulmao direito do doador. Especificamente, as amostras foram distribuidas da seguinte

forma (Figura 5):

1. Uma porgdo destinada a analise anatomopatologica;

2. Outra fracdo utilizada para a determinagéo da relacdo peso Umido/peso seco;
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3. Uma parte direcionada a quantifica¢do de citocinas;

4. E aultima porcéo reservada para a analise de marcadores de estresse oxidativo.

Essa segmentacdo anatomica foi fundamental para assegurar a padronizacdo das
andlises, permitindo a obtencdo de dados precisos e reprodutiveis nos pulmdes submetidos ao

protocolo experimental, seguindo 0s mesmos passos cabiveis do animal doador descrito no item
4.3.

Figura 5 - Relacdo das analises dos fragmentos pulmonares do rato receptor
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Fonte: Elaboracéo propria.

Na Figura 6, resumimos 0s momentos quando foram coletadas todas as analises.

Figura 6 - Momentos das analises

Fonte: Elaboracdo propria.
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45  ANALISE ESTATISTICA

Usamos medianas e quartis para descrever as distribui¢fes das variaveis ao longo do
tempo. Na andlise univariavel das comparagdes dos parametros hemodinamica, gasometrias, de
mecanica pulmonar, imunoldgicos, patolégicos e de estresse oxidativo entre os grupos PCB e
Controle, utilizamos o teste de Mann-Whitney. Considerando que as variaveis de desfecho se
correlacionam com seus valores basais, quando avaliadas duas ou mais vezes, e que um dos
pulmdes do receptor pertencia ao doador, fizemos analises multivariadas para ajuste dos efeitos,

conforme descrito a seguir:

Para anélise da pressédo arterial media (PAM) do doador ao longo do tempo, usamos
equac0es de estimacdo generalizadas visando comparar a PAM do minuto 20, que corresponde
a primeira medida ap6s a intervencdo, em diante. No modelo, consideramos um termo de
interacdo entre grupo e tempo e a adicdo da PAM basal como variavel de ajuste. Sendo assim,
as estimativas de efeito correspondem a diferenca media entre PFB e controle ajustado para a
PAM basal. Para o receptor, ndo houve ajuste para o valor basal, ja que todas as avaliacdes da
PAM durante a cirurgia ocorreram apos a intervencdo. Os contrastes momento a momento
foram, entéo, extraidos do modelo.

As andlises para as variaveis obtidas por gasometria do doador e do receptor ao final do
procedimento foram analisadas usando modelos de regressao logistica ordinal com a medida
final como desfecho, e a medida inicial e o grupo de tratamento como covariaveis.

Para as variaveis de mecanica pulmonar, também usamos modelos de regresséo logistica
ordinal com ajustes para 0s respectivos valores basais do doador. Na analise dos parametros de
mecanica pulmonar do receptor, além do valor basal do receptor, ajustamos também para o
valor basal do doador, considerando que a mecanica resultante é composta parcialmente pela
mecanica de cada um dos pulmdes.

Variaveis de imunologia, patologia e estresse oxidativo dispunham somente de uma
medida e, por isso, ndo contaram com analises ajustadas.

Um alfa de 0,05 foi considerado. Todas as analises foram conduzidas usando o software

R, versdo 4.2.2.
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERISTICAS DOS ANIMAIS

Os animais do grupos Controle e PFB com pesos médios e leucometrias iniciais e finais
foram semelhantes para doadores e receptores. Essa uniformidade favoreceu comparabilidade
entre os grupos, minimizando viés relacionado a diferencas fisioldgicas, como metabolismo ou

capacidade pulmonar (Tabela 2 e 3).

Tabela 2 - Caracteristicas dos animais incluidos

Doador Receptor
Caracteristica Controle PFB Controle PFB
N = 8! N =8? N = 8! N =8t
Peso (g) 349 (320,374)  343(315,369) 368 (363,388) 372 (348, 404)
Tempo de preparo no bloco 60 (30, 60) 60 (44, 94) - -
Fonte: Elaboracédo propria.
Mediana (Q1, Q3)
Tabela 3 - Leucometria iniciais e finais
Doador Receptor
Caracteristicas Controle PFB Valor Controle PFB Valor
N =g N =g p? N =g N =g p?
Leucdcitos - 11,625 11,625 0 13,175 13,950
Inicial (10,400, 13,625) (8,600, 14,175) (10,325, 15,475) (11,300, 15,475)
Leucodcitos - 8,825 7,425 0 62 9,550 9,600 0 712[]
Final (5,800, 14,500) (5,800, 10,525) (7,675,13,025) (8,850, 18,150)

Fonte: Elaboracgéo propria.
!Mediana (Q1, Q3) ?Teste de Wilcoxon.
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52 COMPORTAMENTO HEMODINAMICO

Nos doadores, aos 20 minutos, apds a administracao do PFB, foi identificada uma PAM
mais elevada no Grupo-PFB (p = 0,009). Nos demais momentos, essa diferenca ndo se manteve
(valor p global = 0,254).

Nos receptores, 0 Grupo-PFB apresentou pressao arterial mais baixa (valor p global =
0,032 - Figura 7), particularmente no momento inicial (p = 0,030 no tempo 0 - Anexos A, B e
C).

Figura 7 - Comportamento hemodindmico durante o experimento
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Fonte: Elaboragéo propria.
Nota: Evolugdo da pressdo arterial média (PAM) em doadores (A) e receptores (B) ao longo do tempo nos grupos
controle (vermelho) e tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul). No painel inferior, a diferenca entre os
grupos ao longo do tempo é apresentada. Para os doadores, as estimativas a partir dos 20 minutos foram ajustadas
para o valor basal. Para o receptor, ndo houve ajuste para o valor basal, j& que todas as avalia¢cBes da PAM durante
a cirurgia ocorreram apos a intervencao.

53 PARAMETROS GASOMETRICOS

53.1 pO: arterial

Né&o houve diferenca na pO: arterial entre os grupos Controle e PFB, tanto nos doadores
guanto nos receptores (p = 0,281 e p = 0,463, respectivamente). Numa andlise intragrupo,
observamos, no Grupo-Controle, que a pO- arterial final apresentou queda significativa apos o

transplante (mediana de 363 para 113 mmHg; p = 0,039) e, de forma semelhante, no Grupo-
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PFB, também houve reducdo significativa da pO- (419 para 152 mmHg; p = 0,031 - Figura 8).

N&o houveram outras alteragdes gasométricas significativas (Anexo D).

Figura 8- Pressdo de oxigénio nas gasometrias arteriais
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Fonte: Elaboracdo propria.
Nota: Comparagdo dos valores de pO: arterial final (mmHg) entre os grupos Controle e PFB,
nos animais doadores (painel esquerdo) e receptores (painel direito). Os testes estatisticos
indicam que ndo houve diferenca significativa entre os grupos para os doadores (p = 0,281)
e para os receptores (p = 0,463). Analise intragrupo mostra que piora da pO: apds o
transplante tanto no Grupo-Controle quanto no Grupo-PFB.

54  MECANICA PULMONAR
5.4.1 Resisténcia do Sistema Respiratorio (Rrs)

A resisténcia do sistema respiratério dos doadores foi significativamente maior no
Grupo-PFB (0,27 vs. 0,09 no Grupo-Controle; p < 0,001). Ja nos receptores, a resisténcia apos
o transplante foi menor no Grupo-PFB em compara¢do ao Grupo-Controle (0,11 vs. 0,27; p =
0,083), porém, esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Da mesma forma, numa
analise intragrupo, no Grupo-Controle, a resisténcia respiratoria final aumentou
significativamente apds o transplante (0,09 para 0,27; p = 0,008). Ja no Grupo-PFB, observou-
se uma reducdo significativa dessa variavel entre doador e receptor (0,27 para 0,11; p = 0,008

- Figura 9 - Anexo E).
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Figura 9 - Resisténcia do Sistema Respiratorio (Rrs) durante o experimento
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Fonte: Elaboracéo propria.

Nota: Comparacdo da resisténcia do sistema respiratorio (Rrs, cmH.O-s/mL) entre 0s
grupos controle (vermelho) e tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul) nos
doadores e receptores de pulmao. No Grupo-Doador, a resisténcia do sistema respiratorio
foi significativamente maior no Grupo-PFB em comparacdo ao Grupo-Controle (p <
0,001), indicando um possivel impacto do tratamento sobre essa variavel. No Grupo-
Receptor, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,083).
Na anélise intragrupo, no Grupo-Controle, a resisténcia respiratdria final aumentou
significativamente apds o transplante (0,09 para 0,27; p = 0,008). J& no Grupo-PFB,
observou-se uma reducgdo significativa (0,27 para 0.11; p = 0,008). Valores de p obtidos
por modelos de regressdo logistica ordinal.

5.4.2 Complacéncia do Sistema Respiratorio (Crs)

Nos doadores, a complacéncia foi reduzida no Grupo-PFB em relagéo ao Controle (0,34
vs. 0,66; p < 0,001). Nos receptores, no Grupo-PFB, a complacéncia foi maior ao final do
experimento (0,47 vs. 0,30 no Controle, p = 0,083), porém, esta diferenca ndo foi
estatisticamente significativa. Numa analise intragrupo, observou-se queda significativa da
complacéncia respiratoria no Grupo-Controle apds o transplante (doador: 0,66 para receptor:
0,30; p = 0,008). No Grupo-PFB, ao contréario, houve aumento significativo no receptor (0,34
para 0,47; p = 0,035 - Figura 10).
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Figura 10 - Complacéncia do Sistema Respiratdrio (Crs) durante o experimento
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Fonte: Elaboracéo propria.

Nota: Comparacdo da complacéncia do sistema respiratério (Crs, ml/cmH.O) entre os
grupos controle (vermelho) e tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul) nos
doadores e receptores de pulmdo. No Grupo-Doador, a complacéncia do sistema
respiratorio foi significativamente menor no Grupo-PFB em comparacdo ao Grupo-
Controle (p < 0,001), sugerindo um impacto negativo do tratamento sobre essa variavel.
Porém, no Grupo-Receptor, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos sugerindo até mesmo uma tendéncia a melhora da complacéncia com o uso do PFB
(p = 0,083). Numa analise intragrupo, houve queda da complacéncia ap6s o transplante no
Grupo-Controle e melhora da complacéncia no Grupo-PFB (p = 0,008; p = 0,035,
respectivamente). Valores de p obtidos por modelos de regressao logistica ordinal.

5.5 CITOCINAS E MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

551 IL-6

A concentracdo de IL-6 foi significativamente maior no Grupo-PFB dos doadores
(mediana 2,158 vs. 583 pg/mL; p = 0,007), indicando uma resposta inflamatéria inicial mais
pronunciada associada ao uso do liquido. Nos receptores, 0s niveis de IL-6 também foram mais
baixos no Grupo-PFB, embora sem significancia estatistica (mediana [quartis] 3.738 [1.488,
5.665] vs. 5.054 [2.857, 6.613] pg/mL, p = 0,442). Numa andlise intragrupo, observou-se
aumento significativo nos receptores do Grupo-Controle em comparacdo aos respectivos
doadores apds o transplante (mediana de 5.054 vs. 583; p = 0,008). No grupo submetido a

ventilagdo liquida com PFB, ndo foi identificada diferenca estatisticamente significativa entre
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os niveis de IL-6 nos doadores e receptores (mediana de 2.158 vs. 3.738; p = 0,742 - Figura
11).

Figura 11 - Graficos com intervalos de 1L6
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Fonte: Elaboragéo propria.

Nota: Comparacdo da concentracdo de interleucina-6 (IL-6, pg/mL) entre 0s grupos
controle (vermelho) e tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul) nos doadores e
receptores de pulméo. No Grupo-Doador, a concentracéo de IL-6 foi significativamente
maior no Grupo-PFB em comparagdo ao Grupo-Controle (p = 0,007), sugerindo um
possivel efeito inflamatdrio associado ao tratamento. No Grupo-Receptor, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,442). Numa
analise intragrupo, observou-se aumento significativo nos receptores do Grupo-Controle
em comparaco aos respectivos doadores apos o transplante (mediana de 5.054 vs. 583;
p = 0,008). No grupo submetido & ventilacdo liquida com PFB, ndo foi identificada
diferenca. As distribuicdes sdo descritas por medianas e quartis. Valores de p obtidos por
meio do teste de Mann-Whitney.

552 IL-1p

Né&o foram observadas diferengas significativas nos niveis de IL-1 tanto nos doadores
como nos receptores (p = 0,382 e p = 0,382, respectivamente). Numa analise intragrupo pré-
transplante e pos-transplante, ndo houve diferenca significativa nos niveis de IL-1B em nenhum
dos grupos (Controle: p =0,742; PFB: p = 0,313 - Figura 12).
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Figura 12 - Graficos com intervalos de IL1J
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Fonte: Elaboragéo propria.

Nota: Comparacdo da concentragdo de interleucina-1 beta (IL-1pB, pg/mL) entre os grupos
controle (vermelho) e tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul) nos doadores e
receptores de pulmao. N&o houve diferenca estatisticamente significativa na concentracéo
de IL-1p entre os grupos tanto no doador (p = 0,382) quanto no receptor (p = 0,382).
Numa andlise intragrupo pré-transplante e poés-transplante, ndo houve diferenca
significativa (Controle: p = 0,742; PFB: p = 0,313). As distribuicdes sdo descritas por
medianas e quartis. Valores de p obtidos por meio do teste de Mann-Whitney.

5.5.3 IL-10

Os niveis de IL-10 ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas nos
grupos de doadores e receptores (p = 0,130 e p = 0,574, respectivamente). Quando avaliados 0s
efeitos do transplante, no Grupo-Controle, os niveis de IL-10 aumentaram significativamente
nos receptores (28 para 63 pg/mL; p = 0,023). Enquanto que, no Grupo-PFB, ndo houve
diferenca significativa (37 para 44 pg/mL; p = 0,641 - Figura 13).
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Figura 13 - Graficos com intervalos de 1L-10
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Fonte: Elaboragéo propria.

Nota: Niveis de IL-10 (pg/mL) nos grupos Doador e Receptor apds transplante pulmonar
em modelo animal. A comparacédo foi feita entre os grupos Controle e PFB. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Doador: p = 0,130;
Receptor: p = 0,574). Quando avaliados os efeitos do transplante, no Grupo-Controle, 0s
niveis de IL-10 aumentaram significativamente nos receptores (28 para 63 pg/mL; p =
0,023). Enquanto que, no Grupo-PFB, ndo houve diferenca significativa (37 para 44
pg/mL; p = 0,641). As distribuicBes sdo descritas por medianas e quartis. Valores de p
obtidos por meio do teste de Mann-Whitney.

5.54 TNF-a

A analise dos niveis de TNF-a (pg/mL) indicou auséncia de diferenca estatisticamente
significativa nos grupos de doadores (p = 0,645) e receptores (p = 0,959). No Grupo-Controle,
os niveis medianos foram semelhantes entre doador (23 [13, 51] pg/mL) e receptor (26 [18, 42]
pg/mL; p = 0,742), e resultado semelhante foi encontrado no Grupo-PFB, com mediana de 31

(20, 43) pg/mL no doador e 25 (22, 36) pg/mL no receptor (p = 0,844 - Figura 14).
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Figura 14 - Gréficos com intervalos de TNF
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Fonte: Elaboragéo propria.
Nota: Niveis de TNF-a (pg/mL) nos grupos Doador e Receptor apds transplante pulmonar
em modelo animal. N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
os grupos (Doador: p = 0,645; Receptor: p = 0,959; Controle: p = 0,742 e PFB: p = 0,844).
As distribuicbes sdo descritas por medianas e quartis. Valores de p obtidos por meio do
teste de Mann-Whitney.

5.5.5 Malondialdeido (MDA)

O MDA, marcador de peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo, foi significativamente
mais elevado nos doadores tratados com PFB em comparacdo ao Grupo-Controle (2.959 [2.421,
3.403] vs. 2.006 [1.322, 2.405] nmol/mL, p = 0,007). Nos receptores, ndo houve diferenca
estatistica (3.707 [2.740, 4.320] vs. 2.702 [1.935, 5.655] nmol/mL, p = 0,505). Quando
avaliados os efeitos do transplante, o Controle também apresentou elevacdo significativa nos
receptores em relacdo aos doadores (mediana de 2.702 vs. 2.006; p = 0,008). No entanto, no
Grupo-PFB, essa diferenca ndo atingiu significancia estatistica (mediana de 3.707 vs. 2.959; p

= 0,109 - Figura 15).
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Figura 15 - Graficos com intervalos de MDA
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Fonte: Elaboragéo propria.

Nota: Comparacdo dos niveis de malondialdeido (MDA\) entre os grupos controle (vermelho)
e tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul) nos doadores e receptores de pulméo. No
Grupo-Doador, os niveis de MDA foram significativamente maiores no Grupo-PFB em
compara¢do ao Grupo-Controle (p = 0,007). No Grupo-Receptor, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,505). Quando avaliados os efeitos do
transplante, o Controle também apresentou elevaco significativa (p = 0,008). No entanto, no
Grupo-PFB, essa diferenca ndo atingiu significancia estatistica (p = 0,109). As distribuicdes
sdo descritas por medianas e quartis. Valores de p obtidos por meio do teste de Mann-
Whitney.

5.5.6 Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) também foram avaliadas. Nos doadores, as
EROs no sobrenadante foram significativamente mais elevadas no Grupo-PFB em comparacéo
ao Controle (mediana [quartis] 1.548 [1.403, 1.911] vs. 1.047 [797, 1.470] U/mL, p = 0,038).
Nos receptores, as EROs ndo apresentaram diferenca estatistica (p = 0,798). Numa analise
intragrupo, as EROs no sobrenadante aumentaram significativamente ap6s o transplante nos
receptores em ambos o0s grupos (Controle: 1.047 para 1.883, p = 0.008; PFB: 1.548 para 2.267,
p =0.023 - Figura 16 e Anexo B).
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Figura 16 - Graficos com intervalos de EROS
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Fonte: Elaboragéo propria.

Nota: Comparacao dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) em U/mL entre 0s
grupos controle (vermelho) e tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul) nos
doadores e receptores de pulmdo. No Grupo-Doador, os niveis de EROs foram
significativamente maiores no Grupo-PFB em comparacdo ao Grupo-Controle (p =
0,038). No Grupo-Receptor, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p = 0,798). Numa analise intragrupo, as EROs no sobrenadante aumentaram
significativamente em ambos os grupos (Controle: p = 0,008; PFB: p = 0,023). Valores
de p obtidos por meio do teste de Mann-Whitney.

5.5.7 Catalase (CAT)

Em relacdo a atividade da catalase (CAT), um marcador de defesa antioxidante, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos nos doadores (p = 0,721). No
entanto, nos receptores, 0 Grupo-Controle apresentou uma atividade significativamente maior
de CAT em comparacdo ao Grupo-PFB (mediana [quartis] 103 [71, 118] vs. 31 [9, 43] U/mL,
p < 0,001), indicando um consumo mais elevado de antioxidantes no grupo tratado com PFB.
A atividade de catalase pré e pos-transplante manteve-se sem diferenca significativa tanto no

Grupo-Controle quanto no Grupo-PFB (p = 0,313 e p = 0,250, respectivamente - Figura 17).
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Figura 17 - Graficos com intervalos de Catalase
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Fonte: Elaboragéo propria.

Nota: Comparacdo da atividade da catalase (CAT) entre os grupos controle (vermelho) e
tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul) nos doadores e receptores de pulmao.
No Grupo-Doador, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na atividade da
catalase entre os grupos (p = 0,721). No Grupo-Receptor, a atividade da catalase foi
significativamente menor no Grupo-PFB em comparacdo ao Grupo-Controle (p < 0,001).
A atividade de catalase pré e pds-transplante manteve-se sem diferenga significativa
(Controle: p = 0,313 e PFB: p = 0,250). As distribuicGes sdo descritas por medianas e
quartis. Valores de p obtidos por meio do teste de Mann-Whitney.

5.5.8 Superdxido dismutase

Comparando a atividade da superoxido dismutase (SOD, U/mg de proteina) entre os
grupos Controle e tratados com perfluorooctil-bromido, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, tanto no doador (p = 0,798) quanto no receptor (p = 0,462). Numa
analise intragrupo, houve reducdo da SOD apds o transplante tanto no Grupo-Controle (30 para
9; p = 0.023) como no Grupo-PFB, porém sem diferenca estatisticamente significativa neste

altimo (30 para 11; p = 0.078 - Figura 18).
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Figura 18 - Graficos com os intervalos de SOD
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Fonte: Elaboragéo propria.

Nota: Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) nos grupos Doador e Receptor
apos transplante pulmonar em modelo animal. Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (Doador: p = 0,798; Receptor: p = 0,462).
Numa andlise intragrupo, houve reducdo da SOD ap0s o transplante tanto no Grupo-
Controle (p = 0.023) como no Grupo-PFB, porém sem diferenca estatisticamente
significativa neste Gltimo (p = 0.078 Valores de p obtidos por meio do teste de Mann-
Whitney.

56  AVALIACAO HISTOLOGICA
5.6.1 Edema alveolar

Por fim, a avaliacdo do edema alveolar ndo revelou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos em doadores ou receptores, sugerindo que o PFB ndo impactou
diretamente esses parametros. Numa analise intragrupo, ndo houve diferenca significativa na
porcentagem de area com edema alveolar ap6s o transplante em nenhum grupo (Controle: p =

0,833; PFB: p = 0,528 - Figura 19).
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Figura 19 - Graficos com os intervalos de area de edema alveolar
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Fonte: Elaboragéo propria.
Nota: Comparacdo da &rea de edema alveolar (umZ/um) entre os grupos controle
(vermelho) e tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul) nos doadores e receptores
de pulméo. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tanto no
doador (p = 0,875) quanto no receptor (p = 0,188), assim como, no Controle (p = 0,833)
e PFB (p = 0,528). Valores de p obtidos por meio do teste de Mann-Whitney.

5.6.2 Area de neutréfilos

Da mesma forma, a area de neutrofilos ndo revelou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos em doadores ou receptores. A area total de neutrofilos também
ndo apresentou diferenca significativa entre doador e receptor em nenhum dos grupos
(Controle: p > 0,999; PFB: p = 0,641 - Figura 20).
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Figura 20 - Graficos com os intervalos da area de neutrofilos
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Fonte: Elaboragéo propria.

Nota: Comparacao da densidade de neutréfilos (ndmero de células/mm?2) entre 0s grupos
controle (vermelho) e tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul) nos doadores e
receptores de pulmdo. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa na area de
infiltrado neutrofilico entre os grupos, tanto no doador (p = 0,195) quanto no receptor (p
= 0,694). Também ndo apresentou diferenca significativa entre doador e receptor em
nenhum dos grupos (Controle: p > 0,999; PFB: p = 0,641). Valores de p obtidos por meio
do teste de Mann-Whitney.

5.7 RELACAO PESO UMIDO/PESO SECO

Em relacdo aos doadores, no Grupo-Controle, a relacdo peso Umido/peso seco teve uma
mediana de 2,06 [quartis: 2,01, 2,23], enquanto no Grupo-PFB este valor foi significativamente
maior, com valor de 2,83 [2,54, 3,43] (p = 0,021). No receptor, a relacdo peso Umido/peso seco
foi de 2,89 [2,39, 3,20] no Grupo-Controle e 2,98 [2,17, 3,55] no Grupo-PFB, ndo apresentando
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,721). Quando analisado o efeito
do transplante, no Grupo-Controle, houve aumento significativo da relacdo peso umido/peso
seco entre doador e receptor (2.06 para 2.89; p = 0,023). No Grupo-PFB, essa varia¢do ndo foi
significativa (2.83 para 2.98; p > 0,999 - Figura 21).
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Figura 21 - Relacdo peso imido/peso seco
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Fonte: Elaboragéo propria.

Nota: Comparacdo da relacdo peso Umido/seco entre 0s grupos controle (vermelho) e
tratados com perfluorooctil-bromido (PFB, azul) nos doadores e receptores de pulmao.
No Grupo-Doador, a relacdo peso Umido/seco foi significativamente maior no Grupo-
PFB em comparacdo ao Grupo-Controle (p = 0,021). No Grupo-Receptor, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,721). Quando analisado o
efeito do transplante, no Grupo-Controle, houve aumento significativo da relagdo peso
Umido/peso seco entre doador e receptor (p = 0,023). No Grupo-PFB, essa varia¢do ndo
foi significativa (p > 0,999). Valores de p obtidos por meio do teste de Mann-Whitney.
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6 DISCUSSAO

6.1 DOADOR VS. RECEPTOR

Este estudo apresenta um modelo inovador para a aplicacdo da ventilagdo liquida parcial
com perfluorooctil-bromido (PFB) em pequenos animais, com 0 objetivo de avaliar sua
viabilidade e os impactos fisioldgicos no transplante pulmonar apds isquemia fria.

Os resultados obtidos indicam que o modelo é tecnicamente exequivel e reprodutivel,
mesmo considerando os desafios associados ao aumento transitorio da pressdo arterial apos a
instilacdo do PFB nos doadores, provavelmente causado por hipoxemia temporaria. Nos
doadores, aos 20 minutos apds a administracdo do PFB, foi identificada uma PAM mais elevada
no Grupo-PFB (p = 0,009), sugerindo um impacto hemodindmico inicial. Nos demais
momentos, essa diferenca ndo se manteve (valor p global = 0,254), indicando que o efeito do
PFB na PAM dos doadores foi transitdrio. Nos receptores, 0 Grupo-PFB apresentou pressao
arterial mais baixa ao longo do experimento (valor p global = 0,032), especialmente em
momentos iniciais (p = 0,030 no tempo 0), 0 que pode estar relacionado a um impacto na
estabilidade hemodinamica pos-transplante™?. Apesar desta diferenca ao longo do tempo, a
intervencédo ndo produziu efeitos consistentes durante o periodo estudado, sem inviabilizar as
analises e a manutencao do animal vivo.

N&o houve diferenca estatistica da pO: arterial nos grupos tratados com PFB, tanto nos
doadores quanto nos receptores. Esse resultado contrasta com as propriedades conhecidas do
perfluorooctil-bromido, como a capacidade de recrutar alvéolos colapsados e melhorar a
relacdo ventilacdo/perfusdo, o que, teoricamente, poderia favorecer a oxigenacdo. A reducéo da
pO- arterial ap6s o transplante observada em ambos os grupos indica comprometimento
funcional na fase de reperfusdo. Porém, ao mesmo tempo, evidencia que a ventilacao liquida
parcial com PFB néo foi deletéria a funcdo pulmonar, sendo uma técnica exequivel em modelos
de pequenos animais.

A resisténcia respiratéria foi maior nos doadores que receberam PFB, e a complacéncia
foi significativamente reduzida (p < 0,001), refletindo o efeito imediato do liquido sobre a
mecanica pulmonar. Nos receptores, observou-se tendéncia a reducdo da resisténcia e ao
aumento da complacéncia no Grupo-PFB (p = 0,083), sugerindo que o uso prévio da VLP
favoreceu a preservacao da mecénica pulmonar do enxerto. Esses achados indicam que a injdria
por isquemia e reperfusdo impacta negativamente na funcéo pulmonar e que a ventilagao liquida

nos doadores pode atenuar parte desse efeito. O aumento da resisténcia e a redugdo da
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complacéncia observadas nos receptores do Grupo-Controle refletem maior rigidez pulmonar
e possivel colapso alveolar, enquanto a melhora desses pardmetros no Grupo-PFB sugere um
efeito benéfico da técnica na preservacdo da ventilacéo.

A anélise dos marcadores inflamatérios demonstrou aumento expressivo da IL-6 nos
doadores tratados com PFB, evidenciando aumento da resposta inflamatéria. A auséncia de
diferenca da IL-6 nos receptores (Controle vs. PFB) pode indicar modulacéo dessa resposta. Os
demais marcadores, como IL-1p, IL-10 e TNF-a, ndo apresentaram diferenca significativa entre
0s grupos tanto nos doadores como nos receptores.

A avaliacdo dos marcadores de estresse oxidativo permitiu uma analise detalhada do
impacto do transplante e da ventilagdo liquida sobre o equilibrio redox pulmonar. O
malondialdeido (MDA), marcador classico de peroxidacéo lipidica, reflete o dano oxidativo as
membranas celulares. A avaliacdo do estresse oxidativo também revelou diferencas entre
doadores e receptores. O MDA e as EROs aumentaram nos doadores do Grupo-PFB, indicando
maior peroxidac&o lipidica apoés a instilacdo do liquido e um estado oxidativo exacerbado. Nos
receptores, tanto os niveis de MDA quanto das EROs nao diferiram entre os grupos, sugerindo
modulacéo do estresse oxidativo.

Em relacdo a catalase (CAT), enzima antioxidante responsavel pela degradacdo do
perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, observou-se uma reducdo de sua atividade nos
receptores do Grupo-PFB. Essa reducdo pode estar relacionada ao consumo elevado da enzima
como resposta ao aumento na producéo de radicais livrest®. Esses efeitos adversos, embora
ndo invalidem os beneficios evidenciados, como o fato de que ndo houve piora dos marcadores
inflamatorios nos receptores tratados, destacam a necessidade de intervencGes complementares,
como a utilizagdo de antioxidantes no protocolo de preservacédo pulmonar®t’.

Yoshida et al. destacam o potencial do PFB em preservar a histoarquitetura alveolar e
reduzir a disfuncdo do enxerto em modelos experimentais de isquemia e reperfusdo,
especialmente em doadores marginalmente aceitos'®°, A analise histopatoldgica revelou que
0 uso do PFB ndo comprometeu a integridade histologica do pulméo transplantado. Os achados
sdo consistentes com estudos que avaliaram dindmicas similares de liquidos pulmonares em
modelos experimentais, consolidando a seguranca e a viabilidade do uso do PFB. No entanto,
é necessario um equilibrio cuidadoso entre os efeitos benéficos e o0s riscos associados ao
estresse oxidativo e inflamatério, e o pouco periodo de observacdo do presente estudo,
considerando o curto periodo de reperfuséo.

A relagdo peso umido/peso seco foi maior nos doadores que receberam PFB (p = 0,021).

A elevacao significativa desta relagdo no Grupo-PFB sugere ndo somente a presenca de edema
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pulmonar, mas também a presenca de PFB ao fim da primeira parte do experimento, apesar de
sua evaporacdo ao longo do tempo. Nos receptores, porém, ndo houve diferenca entre os grupos,
e a estabilidade dessa relacdo no Grupo-PFB sugere que os efeitos do liquido foram transitorios
e ndo culminaram em congestao tecidual ap6s o transplante.

A analise comparativa entre doadores e receptores demonstrou que a ventilagao liquida
parcial com PFB é uma técnica viavel e segura em modelos experimentais de transplante
pulmonar, sendo capaz de preservar pardmetros funcionais e histolégicos do enxerto mesmo
apos isquemia fria. Porém, é necessario analisar os efeitos do transplante pulmonar em cada
grupo, a fim de corroborar os beneficios da ventilacdo liquida parcial com PFB e distinguir seus

efeitos diretos relacionados ao processo de isquemia e reperfusao.

6.2 CONTROLE VS. PFB

Observamos reducao significativa da pO: arterial ap6s o transplante pulmonar, tanto no
Grupo-Controle como no Grupo-PFB, indicando comprometimento da fungdo pulmonar na fase
de reperfusao, indiferente do uso ou ndo do PFB.

Observou-se, apos o transplante, que a resisténcia respiratoria foi significativamente
menor nos pulmdes ventilados com PFB. De uma maneira analoga, a complacéncia pulmonar
seguiu 0 mesmo efeito benéfico, ou seja, foi significativamente maior no Grupo-PFB. Esses
achados sdo consistentes com Forgiarini Jr. et al., que mostraram melhora da viabilidade
funcional do enxerto com PFC, incluindo pardmetros de complacéncia e resisténcia®®. Embora
o0 PFB altere temporariamente a mecanica nos doadores, seu uso prévio parece proteger o
pulmédo transplantado. A VLP com PFB mostrou-se promissora para preservar a elasticidade
pulmonar e prevenir a rigidez observada no Grupo-Controle.

H& uma discussdo acerca da dose de PFB a ser utilizada na VLP. Ricard et al.
demonstraram que a dose adequada de PFB durante a VLP resultou em melhora da
complacéncia e menor resisténcia pulmonar em modelos experimentais de lesdo pulmonar
induzida. A dosagem é critica na VLP para minimizar lesdes pulmonares associadas a
ventilacdo mecéanica. A VLP com PFB a 7 ml/kg parece ser mais eficaz do que doses maiores
devido a melhor distribuicdo do volume corrente e a reducdo do risco de hiperdistensao
alveolar. O mesmo autor demonstrou que volumes moderados de PFB garantem um equilibrio
entre recrutamento alveolar e preservacdo da complacéncia pulmonar, evitando o colapso dos
alvéolos sem gerar estresse excessivo. Além disso, doses maiores podem interferir na funcéo

do surfactante natural, dificultando a transicdo para a ventilagdo convencional, enquanto



6 Discussao 66

volumes menores mantém a tensdo superficial dos alvéolos de forma mais estavel. Outro
beneficio do uso de 7 ml/kg esta na melhora das alteraces microvasculares, ja que volumes
excessivos podem comprimir os vasos pulmonares, comprometendo a distribuicdo do fluxo
sanguineo e prejudicando a oxigenacdo®. Da mesma forma, volumes muito elevados podem
dificultar a eliminacdo de CO-, pois uma camada mais espessa de liquido nos alvéolos cria uma
barreira a difusdo do gés, aumentando o risco de retencéo de didxido de carbono. Com isso, a
utilizacdo de 7 ml/kg se mostra mais eficiente para manter a troca gasosa sem comprometer a
mecanica ventilatoria, minimizando complicacdes e tornando a VLP com PFB uma estratégia
mais segura e eficaz em modelos de lesdo pulmonar. Os resultados apresentados neste estudo
sugerem que a dose escolhida estd adequada ao modelo experimental.

Os mecanismos fisiologicos que sustentam os beneficios do PFB estdo diretamente
relacionados as suas propriedades fisico-quimicas Unicas. A alta solubilidade de oxigénio do
PFB favorece o transporte de gases respiratorios até os alvéolos, enquanto sua capacidade de
reduzir a tenséo superficial alveolar facilita a expansdo pulmonar e previne o colapso alveolar
em areas comprometidas”®. Além disso, o PFB atua como uma forma de pressdo expiratoria
positiva (Peep) liquida, promovendo a manutencéo da abertura alveolar em regides dependentes
do pulméo e reduzindo significativamente o shunt pulmonar, um problema frequentemente
observado em casos de lesdo pulmonar induzida por isquemia e reperfusdo®. Esses mecanismos
explicam, em grande parte, a tendéncia a melhora na mecanica ventilatoria observadas no grupo
tratado com PFB.

Em relacéo a resposta inflamatdria, observou-se um aumento significativo nos niveis de
IL-6 no Grupo-Controle (p = 0,008), aumento ndo observado nos receptores que receberam
pulmdo com PFB. Este dado evidencia que a ventilacao liquida com PFB atenuou a producéo
de IL-6, indicando modulacdo da inflamacdo pulmonar. Esses achados sdo compativeis com 0s
resultados descritos por Croce et al., que relataram uma reducao de 1L-6 em pacientes com lesdo
pulmonar submetidos a ventilacdo liquida parcial, associada a uma menor ativacdo da
inflamacdo alveolar. No mesmo estudo, a menor expressdo de IL-10 foi interpretada como
consequéncia de uma inflamac&o basal reduzida, que, por sua vez, diminuiria a necessidade de
contrarregulacdo humoral’. O aumento da IL-10 no Grupo-Controle ap6s o transplante pode
representar um mecanismo compensatorio diante da resposta inflamatoria exacerbada induzida
pela lesdo de isquemia e reperfusdo, seguindo o aumento da IL-6. No Grupo-PFB ap6s o
transplante, tal qual a manutencdo dos niveis de IL-6, os valores semelhantes do IL-10 podem
estar relacionados a atenuacdo da inflamacdo priméria, reduzindo a necessidade de

contrarregulagdo humoral. N&o se observaram diferencas significativas nos demais marcadores
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inflamatorios como IL-1p e TNF-a, diferente de Wei et al., que evidenciaram reducdo do TNF-
o em modelo de lesdo pulmonar aguda em cées submetidos a ventilagdo liquida parcial’.

O Grupo-Controle apresentou aumento significativo do MDA apds o transplante (p =
0,008), enquanto o Grupo-PFB manteve niveis estaveis, sugerindo efeito protetor contra a
peroxidacdo lipidica. Esses achados estdo em concordancia com o estudo experimental
conduzido por Rotta et al., no qual coelhos submetidos a lesdo pulmonar aguda induzida por
endotoxina e tratados com PFB apresentaram concentracdes significativamente menores de
MDA, quando comparados a ventilagdo convencional. No referido estudo, os autores
demonstraram que a ventilacdo liquida parcial foi capaz de atenuar o estresse oxidativo sem
interferéncia direta do perfluorocarbono nos ensaios bioquimicos, sugerindo um efeito protetor
real sobre os tecidos pulmonares. De forma semelhante, em nosso modelo de transplante
pulmonar com isquemia e reperfuséo, a auséncia de elevacao significativa de MDA no Grupo-
PFB reforca a hipotese de que a ventilagdo liquida exerce um papel modulador sobre o dano
oxidativo, possivelmente ao reduzir a formacao de radicais livres ou preservar a integridade das
membranas celulares durante o processo de reperfusdo’.

As espeécies reativas de oxigénio (EROs), moléculas altamente reativas derivadas do
oxigénio, como o anion superoxido e o peroxido de hidrogénio, indicam também um estado
oxidativo exacerbado quando aumentadas. Neste estudo, foi identificado aumento significativo
das EROs no sobrenadante ap0s o transplante em ambos 0s grupos, evidenciando a ativacao de
processos oxidativos durante a reperfusdo. Esses achados diferem dos resultados obtidos por
Smith et al., que demonstraram uma reducao significativa na producdo de EROs por macrofagos
alveolares expostos in vitro ao PFB. No referido estudo, a exposicao direta das células ao PFC
resultou em menor liberacdo de perdxido de hidrogénio e reducdo da atividade de
guimioluminescéncia, sugerindo uma inibicdo da ativacdo oxidativa celular. Dessa forma, €
possivel que, apesar de um efeito modulador do PFC sobre a resposta oxidativa, o grau de
agressdo tecidual e a complexidade do microambiente in vivo tenha superado sua capacidade
de inibir completamente a geracio de EROs’.

A atividade da catalase ndo apresentou alteracdes significativas apds o transplante entre
0s grupos que receberam pulmao com ou sem PFB, sugerindo resposta variavel ou limitacédo
metodoldgica na deteccdo da acdo do PFB nesse parametro. A superdxido dismutase (SOD),
por sua vez, atua na conversao do anion superéxido em peroxido de hidrogénio, sendo, também,
essencial na defesa antioxidante inicial. Ap6s a reperfusdo, os niveis de SOD diminuiram
significativamente no Grupo-Controle, sugerindo prejuizo a capacidade antioxidante pulmonar.

No Grupo-PFB, entretanto, os niveis foram preservados, o que pode indicar uma protecdo
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conferida pela ventilagdo liquida parcial. Esse efeito protetor est4 de acordo com relatos da
literatura que associam o uso de perfluorocarbonos a preservacdo da atividade de enzimas
antioxidantes’.

Por fim, a preservacdo da histoarquitetura pulmonar observada por meio do edema
alveolar e éarea de neutrdfilos ndo apresentaram diferenca entre os grupos Controle e PFB, o
que reforca a seguranga do PFB. Quando analisados os efeitos do transplante, o aumento da
relacdo peso Umido/peso seco no Grupo-Controle indica acimulo de liquido e formacéo de
edema pulmonar. A estabilidade dessa relagdo no Grupo-PFB sugere efeito protetor da
ventilacdo liquida contra a congestdo tecidual, reforcando sua acdo benéfica na preservagdo da
integridade pulmonar. Este achado indica que os efeitos do PFB observados no doador podem
ser transitorios e resolvidos apos o transplante, possivelmente devido a evaporagdo parcial do
PFB, sem a necessidade de doses complementares, como sugerido por Jeng et al., 0 que
facilitaria o uso clinico®?2, Esses resultados sdo consistentes com Forgiarini Junior et al., que
avaliaram dindmicas similares de liquidos pulmonares em modelos experimentais,
consolidando a seguranca e a viabilidade do uso do PFB no contexto investigado®®.

Os efeitos protetores da VLP sdo mais evidentes quando aplicada antes da isquemia ou
durante a preservacdo do enxerto, como nos estudos de Yoshida e Forgiarini. Os dados
apresentados consolidam o PFB como uma estratégia promissora para otimizar a funcdo do
enxerto pulmonar em situacGes de lesdo por isquemia e reperfusdo, especialmente em doadores
marginalmente aceitos. Estratégias futuras devem explorar intervencfes adjuvantes, como o
uso de antioxidantes como sugerido por Cypel et al.>” e a perfusdo pulmonar normotérmica ex
vivo®* para fim de mitigar os efeitos adversos associados ao PFB, além de ajustes no protocolo
de administracéo?.

Os dados indicam que o transplante pulmonar resultou em aumento significativo da
resposta inflamatdria e do estresse oxidativo nos animais do Grupo-Controle, conforme
evidenciado pelos niveis elevados de IL-6 e MDA nos receptores. Por outro lado, a auséncia de
diferencas significativas dessas variaveis no grupo tratado com PFB sugere um efeito protetor
da ventilacdo liquida parcial com perfluorooctil-bromido. Este efeito pode estar relacionado a
capacidade do PFB em modular a resposta inflamatdria e reduzir a peroxidacéo lipidica,
minimizando, assim, o0s danos induzidos pela isquemia e reperfusdo durante o transplante
pulmonar. Assim como Becerra et al. demonstraram que a ventilacdo liquida com PFB reduz a
resposta inflamatéria em modelos de lesdo por isquemia e reperfusdo, em nosso estudo, esses
achados reforcam o potencial da VLP com PFB em promover uma recuperacdo funcional,

mesmo diante das adversidades associadas a isquemia e reperfusdo®®44,
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7 LIMITACOES DO ESTUDO

Este estudo apresenta algumas limitacGes que devem ser consideradas na interpretacéo
dos resultados. Primeiramente, trata-se de um modelo experimental em pequenos animais, 0
que impde restricGes a extrapolacdo direta para a pratica clinica em humanos. Apesar da
semelhanca fisioldgica dos ratos da linhagem Lewis com modelos de transplante, as respostas
inflamatorias, hemodindmicas e oxidativas podem divergir em organismos maiores e mais
complexos. Ao mesmo tempo, ndo se pode ignorar a dificuldade técnica da execucao desse
modelo de transplante em pequenos animais, exigindo cuidados minuciosos e acuracia no
método.

Em segundo lugar, o numero reduzido de animais em cada grupo pode limitar o poder
estatistico para detecgédo de diferencas sutis entre os grupos experimentais. Embora, os achados
tenham mostrado significancia em algumas varidveis, como a mecanica respiratoria e 0s
marcadores inflamatorios, outras tendéncias observadas nao atingiram significancia estatistica,
possivelmente devido ao tamanho amostral.

Outro ponto importante pode estar relacionado as limitacfes do modelo experimental,
como o transplante unilateral, em que o pulmé&o nativo contralateral permanece responsavel por
parte da oxigenacao. No entanto, esse mesmo fator estava presente no grupo controle. Estudos
posteriores, conduzidos por nosso grupo®, nos quais apenas o pulmdo transplantado foi
ventilado, indicam que esse modelo pode ser mais adequado para avaliar isoladamente a funcéo
do enxerto e os efeitos do PFB, reduzindo este viés.

Por fim, a metodologia empregada para mensuracdo dos marcadores inflamatorios e
oxidativos, embora sensivel, foi limitada a analise pontual dos tecidos pulmonares, ndo
abrangendo o perfil plasmatico sistémico dos animais, 0 que poderia fornecer uma visdo mais
ampla da resposta inflamatoria geral ao procedimento.

Essas limitacGes, embora ndo invalidem os achados, reforcam a necessidade de estudos
complementares com amostras maiores, modelos animais de maior porte, variacdes nos
protocolos de PFB com doses diferentes ou com associacdo a antioxidantes e periodos mais

longos de acompanhamento pds-transplante para validacdo dos resultados observados.



8 CONCLUSOES




8 Conclusdes 73

8 CONCLUSOES

Este estudo atingiu seu objetivo geral de analisar os efeitos da ventilacdo liquida parcial
com perfluorooctil-bromido (PFB) na preservacdo pulmonar em modelo experimental de
transplante pulmonar unilateral em ratos, demonstrando achados funcionais relevantes.

Em relagdo aos objetivos especificos:

e A avaliagdo dos pardmetros hemodinamicos, gasométricos e mecanicos indicou que
o PFB promoveu melhora significativa da mecéanica respiratoria nos receptores, com
aumento da complacéncia e reducdo da resisténcia do sistema respiratorio. O uso do
PFB ndo piorou a troca gasosa nem o comportamento hemodinamico entre doadores
e receptores, tampouco apo6s o transplante entre o Grupo-Controle e 0 Grupo-PFB;

e ApoOs o transplante, observamos que o PFB ndo aumentou 0s marcadores
inflamatorios e, com excecdo das EROs, também ndo aumentou os marcadores de
estresse oxidativo, indicando um efeito protetor da ventilacao liquida nos enxertos.
Em contrapartida, os niveis de TNF-a e IL-1f ndo diferiram entre 0s grupos,
reforcando que a resposta inflamatdria foi seletiva e ndo generalizada;

e Quanto a histoarquitetura pulmonar, ndo foram observadas diferencas significativas
e 0 uso do PFB reduziu o edema pulmonar apos o transplante, a partir da analise da

relacdo do peso Umido/peso seco.

Portanto, o PFB representa uma estratégia promissora de preservacdo pulmonar em
transplantes, especialmente em doadores com critérios expandidos. No entanto, sdo necessarios
estudos adicionais para otimizar seu uso, incluindo ajustes na dose, associacdo com
antioxidantes e avaliacdo de desfechos em longo prazo, visando validar sua seguranca e eficacia

em contextos translacionais.
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ANEXO A — PRESSAO ARTERIAL MEDIA AO LONGO DO PERIODO DE AVALIACAO

Doador Receptor
Caracteristica Controle PFB Controle PFB
N =8t N =8t N =8t N =8t

Basal 111 (108, 114) 104 (96, 113) 110 (98, 117) 94 (89, 101)
10 minutos 98 (92, 105) 109 (102, 116) 93 (75, 106) 80 (57, 98)
20 minutos 101 (94, 114) 112 (109, 123) 107 (77, 115) 110 (84, 120)
30 minutos 115 (113, 117) 111 (108, 124) 109 (92, 114) 94 (79, 106)
40 minutos 106 (99, 112) 112 (103, 116) 90 (80, 108) 96 (78, 107)
60 minutos 101 (96, 113) 108 (89, 120) 93 (84, 112) 93 (83, 105)
60 minutos 95 (91, 100) 101 (82, 118) 105 (87, 122) 91 (74, 112)
90 minutos 110 (99, 112) 111 (105, 114) 103 (83, 111) 70 (65, 105)
120 minutos 107 (86, 112) 109 (97, 116) 88 (65, 111) 72 (58, 103)

'Mediana (Q1, Q3)
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ANEXO B - CONTRASTES MOMENTO A MOMENTO - DOADOR

Momento Diferenca estimada 1C95% Valor P
20 14.473399 3.64a25.30 0,009
30 3.598399 -452a11.72 0,385
40 8.348399 -2.34a19.04 0,126
50 3.473399 -8.25a15.19 0,561
60 5.473399 -5.42 a 16.37 0,325
90 4.723399 -5.07 a 14.52 0,345
120 12.598399 -2.69a27.88 0,106
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ANEXO C - CONTRASTES MOMENTO A MOMENTO - RECEPTOR

Momento Diferenca estimada 1C95% Valor P

0 -13.75 -26.1910 -1.31 0,030
10 -9.88 -30.86t0 11.11 0,356
20 7.00 -16.94 to 30.94 0,567
30 -14.25 -32.37 to 3.87 0,123
40 -4.25 -22.53 t0 14.03 0,649
50 -5.13 -20.96 to 10.71 0,526
60 -14.00 -40.90 to 12.90 0,308
90 -16.13 -36.04 t0 3.79 0,112
120 -8.00 -32.01to 16.01 0,514
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ANEXO D - PARAMETROS DE GASOMETRIA ARTERIAL E VENOSA
Basal Final
Doador Receptor Doador Receptor
s Controle PFB Controle PFB Controle PFB  Valor Controle PFB Valor
Caracteristica "\ _ g, N = 8! N=8  N=8 | N=8  N=8 P  N=8 N=g P
. 7.44 7.49 7.46 755 7.45 7.46 7.27 7.36
pHarterial (7 41 751y  (745,762) (7.42,7.52) (7.53,7.60)| (7.40,7.49) (7.43,751) %% (7.02,7.43) (6.99,7.37) 0862
7.39 7.44 7.41 7.47 7.38 7.43 7.20 7.28
PHVENOSO 7 27°742)  (7.38,7.48) (7.37,7.45) (7.45,7.51) | (7.37,7.43) (7.39,7.47) 11 (6.96,7.20) (6.76,7.38) O°%*
. 28 26.1 29 23 26.7 255 23 202
PCO2arterial (o5 34y (232,325)  (24,33)  (20,24) |(227,28.9) (21.9,31.7) 2% (186,300) (17.7,27.7) ©5%
) 30 302 26.9 285 246 37 33
PCO2venosa 545 (23,31)  (28.9,34.2) (238,30.0)| (24.8,335) (201,201) %281 (32,42) (24,400 3%
. 408 469 451 456 363 419 113 152
PO2arterial  »51 453y (210,523)  (374,500) (273,476) | (239,475) (369,528) 0281 (gg 176)  (98,307) 0463
44 46 45 M 40 51 36 36
PO2venosa (39 54) (38, 66) (34,49) (3842 | (@6.46) @657 "M (045 @087 04
" 3450
Hematdcrito 36.5 37.0 36.50 (32.50 325 35 0324 40 32 0562
arterial (315,385)  (36.0,400) (3450,3000 o |(305,36.0) (33.0,30.0) (32,47)  (28,43) O
Hematcrito ) 320 32 305 305 27 ous 38 3B e
venoso (305,365)  (28,36)  (24.0,355) (27.5,37.5)| (27.5,34.0) (21.0,32.0) " (28,40)  (16,39)
100 100 98.70
_ 100 100 100 100 97
Sat0? arterial (99.85,  (100.00, 0.298 (96.40, 0,685
(100,100)  (69.90,100) (99.95,100) (8990, 100)| {poch G (03.75,0065)  Goos
82 83 79 80 76 86 43 63
SatO2venosa 71 g9 (82, 94) ©63,88) (78,82 | (72,81) (86,91) °0%% (36,609)  (54,80) 2%
115 237 254 1.97 133 157 . 767 3.78
Lactato arterial 1 46”5 1) (1.85,2.67) (2.32,3.43) (1.63,2.62) | (1.04,2.74) (0.94,1.85)"09% (420 1021) (2.71,7.31) 189
155 1.47 2,02 167 141 1.03 37 29
Lactato venoso ;14" gg)  (1.10,1.71)  (1.29, 2.77) (1.23,2.08)| (122, 1.94) (0.87,125) %972 (22,73) (19,85 0867
. 17 01 17 14 59 31 12 11
BEarterial - (4208)  (03,16) (-69,-04) (20,11) | (-9.1,-31) (41-12) %12 (22..7) (258 09
24 3.2 5.1 31 -6.70 -6.10 12 13
BEvenoso (8607)  (53,-18) (-7.0,-09) (-5.0,0.1) |(-8.45,-5.35) (Egg) - 0524 498  (29,-6) 0684
Glicemia 265 306 202 256 177 121 0o 260 196 oo
arterial (214,297)  (248,337)  (276,342) (215,271) | (120,247) (104,176) " (219,309)  (120,207) ©
Glicemia 224 204 229 183 141 8 oy 197 77 e
venosa (169,262)  (164,225)  (208,241) (168,221) | (114,162) (72,126) (115,253)  (106,188)
Creatinina 0.37 0.42 0.30 0.49 0.35 037 o 08 068 4ol
arterial (0.30,042) (031,055 (0.30,0.30) (0.38,0.60)| (0.30,0.40) (0.30,0.46) “®*" (057,0.90) (063,0.76) *
Creatinina 0.300 310 0.31 0.37 (g'ggg (gggg 0g3o 055 (045, 085 0000
venosa (0.300, 0.360) (0.300, 0.350) (0.30,0.33) (0.32,0.44)| (©:390. 300, 0. 066) (074,113 *
0350)  0.340)
2250 23.70 221 195 1720 (1440, 2100 123 166
HCO3 arterial 19 1093 60) (22.00, 25.50) (16.2, 23.1) (17.9,21.5)| 18.90) (2125’5(?) 0267 (62,168) (13,17.0) 0999

'Mediana (Q1, Q3)
2Teste de Wilcoxon
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ANEXO E - PARAMETROS DE MECANICA PULMONAR
Doador Receptor
‘L Controle PFB 2 Controle PFB 2
Caracteristica N = 8 N = 8t Valor P N = 8 N = 8! Valor P
0.11 0.17 0.09 0.14
Rrs basal 0.028 0,106
(0.08, 0.13) (0.13, 1.47) (0.07,0.12) (0.09, 0.23)
. 0.09 0.27 0.27 0.11
Rrs final <0.001 0,083
(0.07,0.13) (0.22, 0.40) (0.13,0.50) (0.10,0.17)
1.48 1.68 1.46 1.45
Ers basal 0.234 >0,999
(1.40, 1.58) (1.42, 2.24) (1.30, 1.49) (1.30, 1.87)
i 1.52 2.93 3.51 2.11
Ers final <0.001 0,083
(1.35, 1.64) (2.53, 3.53) (2.20, 6.87) (1.72, 2.69)
0.68 0.60 0.68 0.69
Crs basal 0.234 >0,999
(0.63,0.71) (0.45, 0.70) (0.67,0.77) (0.53,0.77)
. 0.66 0.34 0.30 0.47
Crs final <0.001 0,083
(0.61, 0.74) (0.29, 0.40) (0.15, 0.46) (0.38, 0.58)

Mediana (Q1, Q3)
Teste de Wilcoxon



