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 Resumo 

  

 

Ruiz LM. Avaliação funcional e inflamatória de pulmões submetidos ao 

tratamento com solução salina hipertônica em modelo de morte encefálica 

[tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2021. 

Introdução: O transplante de órgãos representa uma forma de tratamento para 
diversas pneumopatias em estágio avançado. O doador em Morte Encefálica 
(ME) é fonte majoritária para transplante de pulmão. A ME induz uma série de 
alterações hemodinâmicas, hormonais e inflamatórias que podem deteriorar a 
viabilidade dos órgãos. A elucidação destas alterações pode levar a um melhor 
tratamento dos doadores de órgãos e, consequentemente, a um melhor 
desfecho após o transplante. A solução salina hipertônica (SSH) é comumente 
utilizada no cenário clinico, pois apresenta expansão rápida de volume 
intravascular e ação imunomodulatória.  O objetivo deste trabalho é investigar a 
atuação da SSH na mecânica ventilatória e na atividade inflamatória de 
pulmões de ratos submetidos a ME. Métodos: Ratos Wistar foram distribuídos 
em 4 grupos: Control, n = 10 (Control):  ratos submetidos à extração do bloco 
cardiopulmonar;  Morte Encefálica, n = 8 (ME): ratos tratados com solução 
salina isotônica (4 mL/kg) imediatamente após a morte encefálica;  Salina 
Hipertônica 0h, n = 9 (Hip.0’): ratos tratados com solução salina hipertônica (4 
mL/kg) imediatamente após a morte encefálica; Salina Hipertônica 1h, n = 9 
(Hip.60’): ratos tratados com solução salina hipertônica (4 mL/kg) decorridos 60 
minutos da morte encefálica. Foram avaliadas as características 
hemodinâmicas, as trocas gasosas, mecânica ventilatória, mediadores 
inflamatórios e avaliação histopatológica do pulmão ao longo de 240 minutos 
de ME. Resultados: Todos os grupos apresentaram comportamento 
semelhante quanto a  pressão arterial media, sendo observado  pico 
hipertensivo seguido por período de hipotensão. A ME causou queda nos 
valores de pH, pO2 e HCO3

- (p<0,05), além de queda nos valores de leucócitos 
totais. Na mecânica ventilatória, observamos aumento da resistência das vias 
aéreas (RAW),  resistência tecidual (Gtis) e  elastância (Htis) no grupo ME  
(p<0,05), os grupos tratados não apresentaram comprometimento dos 
parâmetros analisados ao longo do tempo (p>0,05). Na dosagem de citocinas e 
malondialdeído avaliados no tecido pulmonar, o grupo Control diferiu dos 
demais grupos, apresentando valores mais baixos. Na análise histológica, o 
grupo ME apresentou maior área de edema perivascular e maior contagem de 
neutrófilos do que o grupo control e o grupo Hip.60’ (p <0,05). Conclusão: O 
tratamento com a SSH foi eficaz para prevenir as alterações dos componentes 
elásticos e resistivos pulmonares, mantendo-os em níveis basais. Constatamos 
que o tratamento tardio reduziu edema perivascular e recrutamento de 
neutrófilos no tecido pulmonar.  

 

Descritores: Transplante de pulmão; Morte encefálica; Solução salina 
hipertônica; Modelos Animais. 
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Abstract 

  

 

Ruiz LM. Functional and inflammatory evaluation of lungs submitted with 
hypertonic saline treatment in a brain death model [thesis]. São Paulo: 
“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2021. 

 

Introduction: Organ transplantation represents a form of treatment for several 
lung diseases at an advanced stage. The Brain Death (BD) donor is the major 
source for lung transplantation. BD induces a series of hemodynamic, hormone 
and inflammatory changes that can deteriorate organ viability. The elucidation 
of these changes can lead to a better treatment of organ donors and, 
consequently, to a better outcome after transplantation. Hypertonic saline 
solution (HSS) is used in the clinical setting because of the rapid expansion of 
intravascular volume and immunomodulatory action. The aim of this work is to 
investigate the role of HSS in ventilatory mechanics and in the inflammatory 
activity of  the lungs from rats submitted to BD. Methods: Wistar rats were 
divided in 4 groups: Control, n = 10 (Control): rats discovered by 
cardiopulmonary block extraction; Brain Death, n = 8 (BD): rats treated with 
isotonic saline solution (4 mL/kg) immediately after brain death; Hypertonic 
saline 0h, n = 9 (Hip.0 ’): rats treated with hypertonic saline solution (4 mL/kg) 
immediately after brain death; Hypertonic saline 1h, n = 9 (Hip.60 ’): rats treated 
with hypertonic saline solution (4 mL / kg) 60 minutes after brain death. They 
were evaluated as hemodynamic characteristics, such as gas exchange, 
ventilatory mechanics, inflammatory mediators and histopathological evaluation 
of the lung over 240 minutes of BD. Results: All groups have shown the same 
pattern regarding to mean arterial blod pressure, with a sharp increase followed 
by hypotension. BD caused  a drop in pH, pO2 and HCO3

- values (p < 0.05), in 
addition to a drop in total leukocyte values. In ventilatory mechanics, we 
observed an increase in airway resistance (RAW), tissue resistance (Gtis) and 
elastance (Htis) in the BD group (p < 0.05), the groups treated with no 
impairment of parameters over time ( p> 0.05). Regarding to cytokine and 
malondialdehyde levels, the Control group differed from the other groups, with 
lower values.  The BD group has a larger area of perivascular edema and a 
higher neutrophil count than the control group and the Hip.60 ’ group (p <0.05). 
Conclusion: Treatment with HSS was effective in preventing changes in 
pulmonary elastic and resistive components, keeping them at basic levels. We 
found that late treatment reduced perivascular edema and neutrophil 
recruitment in lung tissue. 

 

Descriptors: Lung transplantation; Brain death; Hypertonic saline solution; 
Model, Animal. 
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O transplante pulmonar representa uma forma de tratamento para 

diversas pneumopatias em estágio avançado, evidenciando uma melhora 

significativa na qualidade de vida, aumentando o tempo de sobrevida dos 

pacientes acometidos por diferentes patologias1,2. O transplante de pulmão 

ganhou notoriedade após grandes avanços na área da terapia intensiva, 

imunologia e farmacologia3,4. Um expressivo aumento no número de centros 

transplantadores ao redor do mundo, com resultados efetivos, desencadeou 

um relevante crescimento de pacientes em listas de espera, uma consequência 

já esperada, devido ao aumento da credibilidade na técnica5. Segundo The 

International Society of Heart & Lung Transplantation (ISHLT), houve uma 

evolução no número de transplantes realizados, o procedimento passou de 

cerca de 2000 casos em 2005, para pouco mais de 4000 casos em 20156, 7. 

Embora o número de transplantes realizados tenha aumentado, ainda 

existe um desequilíbrio relacionado à oferta de órgãos disponíveis e o número 

de pessoas que aguardam o transplante, decorrendo uma maior mortalidade 

em fila de espera devido à escassez de órgãos para doação6, 8.  A maior causa 

dos insucessos em transplantes está relacionado à disfunção primária do 

enxerto, uma lesão proveniente do processo de isquemia e reperfusão, que 

resulta em aumento da morbidade e mortalidade no período pós-operatório8-10, 

que ocorre nas primeiras 72h pós-transplante e é caracterizada por dano 

alveolar inespecífico, edema pulmonar e hipoxemia6, 8, 9. 
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Os doadores de órgãos são, em geral, vítimas de trauma encefálico 

associado à acidentes de trânsito, quedas ou agressões4,10. O trauma 

encefálico quando seguido de morte encefálica (ME), compreende a parada 

irreversível das funções do encéfalo, sendo um processo complexo que altera 

não apenas a fisiologia, mas também a bioquímica celular10. 

Na ME ocorre uma série de eventos em cascata, culminando em um 

intenso processo inflamatório, que conduzem a disfunção múltipla de órgãos, 

repercutindo na qualidade dos órgãos transplantados4,10-12. A ME inicia-se pelo 

aumento progressivo da pressão intracraniana, em decorrência da expansão 

volumétrica do conteúdo intracraniano. Com o aumento do volume 

intracraniano, o conteúdo liquórico é drenado, causando comprometimento no 

retorno venoso, com elevação progressiva da pressão intracraniana (PIC) 

4,10,12. Este processo resulta na herniação transtentorial do tronco cerebral pelo 

forâmen magno, elevando a PIC até o momento que interrompe 

completamente a circulação arterial encefálica, causando a ME4,10,12.  

 O momento que precede a herniação cerebral é marcado por extrema 

elevação da pressão intracraniana e por hiperestimulação simpática, levando à 

Tríade de Cushing, também conhecida como tempestade autonômica. Essa 

estimulação desenfreada é rápida e leva à hipertensão, bradicardia e elevação 

do débito cardíaco. Essa é a última tentativa do organismo de manter a 

perfusão cerebral. Após a tempestade autonômica ocorre a perda do tônus 

simpático levando a uma profunda vasodilatação10-12. 
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 Durante o período de intensa descarga adrenérgica o sangue é 

redistribuído e ocorre um aumento do retorno venoso ao ventrículo direito o 

qual aumenta rapidamente seu débito, aumentando o fluxo pulmonar. 

Simultaneamente a este processo, a pressão de átrio esquerdo está elevada 

devido à vasoconstricção periférica intensa de tal forma que a pressão 

hidrostática capilar é muito aumentada promovendo ruptura de capilares com 

edema intersticial e hemorragia alveolar10,12. 

Além disso, a tempestade autonômica determina a ativação do sistema 

imunologico, que se caracteriza pelo aumento na expressão de mediadores 

inflamatórios, como as interleucinas IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral 

(TNF) - , desencadeando o risco de lesão pulmonar na reperfusão do órgão12-

15. 

 A solução salina hipertônica (SSH) é comumente utilizada na prática 

clínica.  Se caracteriza por ser um expansor de volume utilizado no tratamento 

do choque hemorrágico, no qual ocorre uma importante perda de sangue, 

devendo ser a pressão arterial restabelecida com rapidez, a fim de preservar a 

vida e diminuir sequelas16-19
. Além disso, a SSH atua nos neutrófilos, 

macrófagos e células T, diminuindo a inflamação19-21. 

 Estudos propuseram a administração de pequenos volumes (4mL/kg) 

de solução salina hipertônica a 7,5% para o tratamento do choque hemorrágico 

18,22, condição frequente em traumatismos cujo desfecho pode ser  a ME. O 

presente trabalho foi baseado nas vantagens da SSH, que inclui a necessidade 

de pouco volume em relação a outras soluções, além de possuir importante 
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efeito imunomodulatório16. Estudos com SSH, em casos de trauma encefálico, 

demonstram o aumento no diâmetro dos vasos cerebrais e diminuição na 

adesão endotelial de leucócitos20. 

Trabalhos prévios demonstraram que a ME é um dos fatores, 

relacionados ao doador, associados aos piores resultados do enxerto após 

transplante de fígado, rim, coração e pulmão8, 13, 23-25. Desta forma, os cuidados 

com o doador para a preservação do pulmão, parecem ter importância 

fundamental na função pulmonar após o transplante8, 13, 23, 24, 26. Os pulmões 

são órgãos altamente vulneráveis aos eventos que se seguem à morte 

encefálica. A SSH por vezes utilizada como expansor volumétrico em doadores 

em choque, possui efeitos hemodinâmicos e imunomodulatórios que podem 

contribuir na preservação dos pulmões em doadores após ME. 

Nesse estudo pesquisamos a evolução da função pulmonar, da 

mecânica ventilatória e do processo inflamatório, em modelo experimental de 

ME em ratos submetidos ao tratamento com SSH ao longo de 4 horas. 
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Objetivos  

 
 

 

2.1  Objetivo Principal 

 

Avaliar o impacto da solução salina hipertônica, na mecânica 

ventilatória e inflamação, em modelo experimental de morte encefálica. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

Analisar o perfil inflamatório dos diferentes grupos, através da análise 

da expressão de marcadores inflamatórios e estresse oxidativo para: TNF-α, 

IL1-β, IL-6, IL-10, ICAM e MDA; 

Avaliar o efeito do tratamento com solução salina hipertônica na 

infiltração neutrofílica no tecido pulmonar;  

Investigar o impacto do tratamento com solução salina hipertônica na 

formação de edema perivascular em tecido pulmonar. 
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3.1  Transplante 

 

O interesse do homem pelo corpo pode ser comprovado por meio de 

escritos filosóficos, teológicos, médicos e de enfermagem, no qual eram 

descritos os cuidados e as experiências do indivíduo em relação aos órgãos do 

corpo humano durante vários períodos da história da humanidade27, 28 Existem 

relatos que demonstram que o transplante já aparecia como ideia em registros 

no ano 300 a.C.29, 30. 

Inúmeras descobertas ao longo dos anos e as experiências em 

transplante de órgãos se fortaleceram a partir do século XX27, principalmente 

com o desenvolvimento da técnica de anastomose, uma técnica operatória 

revolucionária27, 29, 30. 

Ao analisar a história dos transplantes no mundo, nota-se que se trata 

de uma narrativa de sucesso. Atrelada ao inegável avanço em um curto espaço 

de tempo, marcado por incansáveis tentativas, seguidas de conquistas, perdas 

e algumas desilusões30.  Alexis Carrel e Guthrie foram os primeiros a 

realizarem um transplante cardíaco, inicialmente utilizando um modelo animal 

canino, realizado no Rockfeller Institute e no Jhons Hopkins University. Por 

este estudo, em 1912 receberam o prêmio Nobel em fisiologia e medicina, 

demonstrando a importância que a comunidade científica expressava frente a 

possibilidade de realizar transplantes27, 29, 30.  
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 O primeiro grupo a relatar a rejeição do enxerto foi Mann e 

colaboradores no ano de 1933, na Georgetown University, através de um 

transplante cardíaco heterotópico no pescoço de cães, no qual observaram 

infiltração no tecido cardíaco por leucócitos. Entre os anos de 1918 e 1920, 

Dederrer e equipe concluíram, através de transplante renal realizado entre 

gêmeos univitelinos, que não houve nenhum tipo de rejeição do enxerto30. 

Em 1940, na antiga União Soviética, Demikhov desenvolveu um estudo 

pioneiro em cães com uma técnica cirúrgica simples, essencial para o sucesso 

dos seus experimentos e fundamental para demonstrar para a comunidade 

cientifica, a exequibilidade do transplante de coração e de coração-pulmão29, 30. 

No ano de 1967, o cirurgião de um hospital sul-africano Christian 

Neethling Barnard, tornou-se o pioneiro dos transplantes de coração em 

humanos28-30.  A realização do transplante de coração foi um incentivo aos 

estudos das reações de rejeição do enxerto, a importância do diagnóstico 

precoce e sua prevenção27. Um fato determinante na era dos transplantes, no 

que se refere ao cenário da farmacologia, foi a descoberta dos medicamentos 

imunossupressores, o qual possibilitou a redução dos efeitos de rejeição do 

enxerto30 .  

Houve uma revolução no meio científico, após os anos 60, com a 

descoberta da azatioprina. No entanto, este imunossupressor de primeira 



11 
 

 

Revisão de Literatura 

 
 

 

geração era pouco seletivo, ou seja, impedia de forma inespecífica a 

proliferação das células ativadas29.  

A partir de 1975, foi desenvolvida a ciclosporina, que age na produção 

das linfocinas, tornando a imunossupressão mais específica, dando um novo 

estimulo para a realização dos transplantes30
. 

No Brasil, a realização dos transplantes teve seu inicio no Hospital das 

Clinicas da Universidade de São Paulo, na década de 60, sendo atualmente 

um Hospital de referência e de desenvolvimento de tecnologia nesta área com 

impacto nacional e internacional30. 

No dia 26 do mês de Março de 2018, foram comemorados os 50 anos 

do primeiro transplante homólogo ortotópico e com sucesso, ocorrido no Brasil 

e na América do Sul, realizado em humanos e executado pelo Professor 

Euriclydes de Jesus Zerbini e equipe. 

 

3.2  Transplante Pulmonar 

  

 As primeiras técnicas descritas na literatura, no que se refere ao 

transplante de pulmão, tiveram seu início em 1905, realizado pelo cirurgião 

vascular Alexi Carrel, que demonstrou por meio de estudos experimentais a 

viabilidade da técnica de anastomose de vasos28. 
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 Em 1940, o cirurgião russo Demikhov, executou inúmeros transplantes 

de pulmão em cães, sem apresentar quadro de hipotermia e sem a 

necessidade do uso da circulação extracorpórea, demonstrando a 

exequibilidade da técnica cirúrgica do transplante30. Após 10 anos, na França, 

Henri Metras realizou vários transplantes pulmonares em cães, com uma 

sobrevida considerável para a época, de até 20 dias, sendo que diversas 

técnicas retratadas por Metras, são utilizadas nos dias atuais30. Na década de 

60, James Hardy e equipe contribuíram de forma significativa para a história 

dos transplantes, realizando mais de 400 transplantes de pulmão em cães, nos 

quais puderam constatar que a rejeição do enxerto poderia ser controlada com 

o uso de imunossupressores. Efetuaram, em 1963, o primeiro transplante de 

pulmão em humanos. Tratava-se de um transplante unilateral esquerdo e o 

paciente evoluiu para óbito após 18 dias por insuficiência renal30. 

 A partir do estudo de James Hardy, as portas se abriram para que 

novos grupos realizassem o transplante de pulmão ao redor do mundo, porém, 

o sucesso da técnica ainda era limitado, em virtude da disfunção primária do 

enxerto, sepse ou rejeição aguda30.  

 No ano de 1980, na “era pós ciclosporina”, um grupo da Universidade 

de Standford, realizou o primeiro transplante utilizando o bloco coração-

pulmão, no qual a paciente apresentou uma sobrevida de mais de cinco anos. 

Este acontecimento encorajou outros grupos a realizarem este procedimento. 

Em 1983, o grupo liderado pelo Dr. Joel Cooper em Toronto, realizou o primeiro 
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transplante isolado de pulmão. A partir desses primeiros movimentos, outras 

técnicas foram sendo desenvolvidas e as já existentes foram aprimoradas28, 30. 

 O avanço das técnicas cirúrgicas e a descoberta de novos 

imunossupressores tornaram o transplante uma alternativa sólida e muito 

utilizada nos dias atuais31, 32. 

 Atualmente, no Brasil, existem seis centros de transplantes pulmonares 

ativos, distribuídos em três estados (Rio Grande do Sul (2), São Paulo (3) e 

Ceara (1))7. 

 

3.3  Disponibilidade de órgãos para doação 

  

 Existem fatores limitantes quanto à oferta de órgão para transplante, 

que apresentam variações de acordo com a realidade de cada país. O 

aproveitamento de pulmões doados internacionalmente é de aproximadamente 

20%, e em São Paulo esta taxa é de apenas 5%6.  Apesar do crescimento no 

número de transplante nos últimos anos, esse valor ainda é muito inferior 

quando comparado aos outros órgãos sólidos (Figura 01). Diversos fatores 

contribuem para essa frequência, por exemplo, o caráter complexo do processo 

cirúrgico, exigindo equipe médica especializada6.  
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  2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 

Coração 166 160 228 272 311 353 357 380 357 378 218 

Coração/Pulmão 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 

Fígado 1412 1497 1603 1726 1758 1810 1882 2122 2195 2256 1506 

Intestino 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 

Multivisceral  0 0 0 1 0 2 0 1 0 4 1 

Pâncreas 133 181 153 143 128 121 135 113 146 175 108 

Pulmão 61 49 69 80 67 74 92 112 121 104 39 

 

  

  

 Apesar dos grandes avanços relacionados às técnicas de transplantes 

e aos cuidados com o doador, o número de órgãos viáveis disponíveis para 

transplante continua abaixo do necessário, e em consequência pessoas 

morrem à espera de órgãos33. O tempo médio aproximado de espera em lista 

para receber o transplante pulmonar é de 18 meses32.  Segundo dados da 

literatura, cerca de 40% dos pacientes que aguardam pelo transplante 

pulmonar acabam não resistindo e evoluindo para óbito32, 33.   
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Figura  01: Evolução do número de transplantes ao longo dos ultimos anos no 
cenário brasileiro.  

Fonte: Adaptado dos registros da Sociedade Brasileira de Transplante de Órgãos (ABTO) 2020. 
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 Existem alguns fatores que contribuem de forma significativa para a 

recusa dos órgãos para transplante, com consequente redução no número de 

cirurgias realizadas. Destes, podemos destacar a recusa familiar, a causa 

morte e a demora em diagnosticar o processo de morte encefálica. Essas duas 

últimas situações levam a uma piora considerável do órgão, tornando-o muitas 

vezes inviável para o transplante6, 27. 

 

3.4  Morte Encefálica 

 

Em 1959 a ME foi descrita pela primeira vez como “coma depaseé”, 

após avaliação de pacientes em coma com ausência de respostas a estímulos 

dolorosos4, 34, 35. 

O processo de morte encefálica apresenta alta complexidade, 

alterando a bioquímica celular e a fisiologia do organismo como um todo, 

ocorrendo principalmente hipertensão arterial, bradicardia e alterações no 

padrão respiratório (Figura 2). Estas alterações que ocorrem no momento 

inicial ou até mesmo as que ocorrem tardiamente influenciam na viabilidade de 

múltiplos órgãos para doação4, 36. 
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Estudos recentes demonstram que o processo de morte encefálica, 

induz injúria pulmonar devido à intensa resposta inflamatória do organismo e 

instalação do processo de estresse oxidativo37-39. 

 

 

Figura 2: Esquema com os processos fisiopatológicos da morte encefálica. 

(Fonte D’Império F. 2006) 

 

O trauma inicial desencadeia uma cascata de eventos, como danos 

teciduais e a obstrução dos fluidos ou ainda a acumulação abundante de 

líquido, resultando em um aumento gradativo da pressão intracraniana e 

comprometimento do retorno venoso4,35,39. Com o comprometimento da 

perfusão tecidual do encéfalo ocorrem formações de áreas isquêmicas, que 

atingem o tronco encefálico ocorrendo a liberação de catecolaminas, levando a 

um comprometimento da região distal do mesencéfalo e o centro vagal 
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cardiomotor. Este evento é conhecido como tempestade autonômica ou 

simpática, promovendo um aumento da hipertensão arterial sistêmica, 

bradicardia e alterações do ritmo respiratório. Esses três sinais são conhecidos 

como tríade de Cushing, descrito pela primeira vez em 1902 pelo 

neurocirurgião americano Harvey Cushing40. Segundo a literatura, atinge 1/3 

dos casos de hipertensão intracraniana, e indica perigo iminente de herniação 

cerebral e necessidade imediata de descompressão40. Essas variações 

hemodinâmicas contribuem para a lesão isquêmica que ocorre nos órgãos dos 

doadores4, 6, 8. 

Esses acontecimentos pós-morte encefálica promovem efeitos diretos 

e danosos no tecido pulmonar.  A hipertensão sistêmica, por exemplo, promove 

uma pressão elevada nos capilares pulmonares, resultando em danos 

endoteliais 9. 

Os pacientes que apresentam instabilidade hemodinâmica e são 

submetidos à ressuscitação hídrica, podem piorar o quadro de edema 

pulmonar. Estas alterações culminam com o desequilíbrio da ventilação, 

perfusão e hipoxemia.  Além disso, ocorre a ativação do sistema imune, em 

virtude da tempestade autonômica, caracterizada pelo aumento na expressão 

de mediadores inflamatórios, incluindo citocinas, como a interleucina IL-1, IL-

6, fator de necrose tumoral alfa TNF-, aumentando assim o risco de injúria 

pulmonar na reperfusão do órgão9, 10, 12-14, 27.  
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3.5  Solução Salina Hipertônica  

 

A SSH é um cristaloide com elevada concentração de cloreto de sódio, 

que desde a década de 80, vêm sendo utilizada na prática clínica como uma 

alternativa segura e eficiente na reanimação de vítimas do choque 

hemorrágico16, 17. 

Estudos em animais demonstram o potencial efeito da solução salina 

hipertônica, não se restringindo apenas ao restabelecimento da pressão arterial 

como expansor de volume, mas também como um controlador de arritmias 

cardíacas, além da modulação inflamatória e redução de sequelas de lesões no 

cérebro e coração16, 20. 

Devido a seu potencial osmótico, a SSH apresenta efeitos 

hemodinâmicos e vasoregulador. Os efeitos hemodinâmicos estão associados 

à expansão do volume no interior do vaso levando ao aumento e manutenção 

da pressão arterial média. O efeito vasoregulador está relacionado ao aumento 

do diâmetro vascular pela expansão plasmática, diminuição do edema celular 

endotelial e redução da resistência vascular. Além disso, a SSH tem efeito 

imunomodulatório que esta associado à inibição da atividade leucocitária18, 22, 

41, 42.  
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O meio de administração da SSH comumente utilizada é por via 

endovenosa, utilizando para isso uma bomba de infusão. Os efeitos adversos 

observados são: mielinolise pontina (doença desmielinizante causada por 

oscilações abruptas na osmolaridade sérica), falência renal e sobrecarga 

hídrica, podendo levar ao edema periférico ou falência cardíaca18, 22, 42. 

Estudos propõem a administração de pequenos volumes (4 mL/kg) de 

SSH a 7,5% para o tratamento do choque hemorrágico, condição frequente em 

traumatismos cujo desfecho é a morte encefálica. Essa proposta é baseada 

nas vantagens da SSH, incluindo a necessidade de pouco volume em relação a 

outras soluções, além de possuir importante efeito imunomodulatório16, 20.  Em 

casos de trauma encefálico, o uso de SSH aumentou o diâmetro dos vasos 

cerebrais e diminuiu adesão endotelial de leucócitos17, 20. 

 

 

 

3.6 Mecânica Respiratória 

 
 

 A ventilação mecânica é uma peça fundamental no suporte a vida. 

Existe uma correlação entre danos cerebrais e alteração na mecânica 

ventilatória já bem explorada na literatura43. 
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Conceitualmente a mecânica respiratória envolve o processo de 

expiração e inspiração, esse movimento de entrada e saída de ar é dependente 

de forças externas, podendo ser espontânea, realizado pelos músculos 

respiratórios ou de forma artificial, quando uma máquina gera a pressão entre o 

sistema de ventilação e a via aérea. O conjunto pulmão–parede torácica pode 

ser comparado a duas molas que se empurram uma contra a outra43. O 

fenômeno físico do movimento pulmonar é influenciado pela impedância do 

sistema respiratório. Entende-se por impedância, a somatória das forças 

opostas à expansão pulmonar na fase inspiratória, ou seja, se desenvolve em 

função da resistência elástica dos tecidos43, 44. 

 A inspiração acontece quando ocorre um desequilíbrio entre a pressão 

dos pulmões e a pressão da parede torácica. No momento da inspiração, a 

pressão gerada pelos músculos responsáveis por esse movimento devem 

superar a retração elástica dos pulmões e da parede torácica43. 

 A curva de pressão-volume reflete as propriedades elásticas do 

pulmão. Para cada volume é determinado uma pressão transpulmonar. A 

pressão transpulmonar é determinada pela diferença entre a pressão alveolar e 

pleural44. 

 Devido as estruturas elásticas presente nos pulmões, ocorrem 

variações de volume de acordo com a tensão exercida sobre a massa tecidual, 

essas variações de volume que estão relacionadas às variações de pressão 
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denominam-se complacência, isto é, a complacência do sistema respiratório 

pode ser entendida pela capacidade de se distender dos pulmões, uma medida 

das propriedades elásticas dos pulmões e do tórax e da sua resistência à 

deformidade frente a qualquer força representada por esforços variáveis44.   

A elastância é definida como a variação de pressão (cmH2O, mmHg ou 

kPa) por unidade de variação de volume (L ou mL), sendo usada para 

descrever as propriedades elásticas do sistema respiratório, além disso, a 

elastância é o inverso da complacência, exemplificando: Um pulmão enrijecido 

apresenta baixa complacência e alta elastância44.  

A resistência total do sistema respiratório pode ser subdividida em duas 

partes, a resistência das vias aéreas (propriedades viscoelasticas dos pulmões) 

e resistência tecidual/adicional. Entende-se por resistência das vias aéreas o 

grau de dificuldade que o fluxo de ar tem para se movimentar através das vias 

aéreas, sendo esse um parâmetro importante na avaliação funcional 

pulmonar45. 

Algumas condições patológicas, tais como, fibrose pulmonar, edema 

pulmonar, atelectasias e hipertensão pulmonar tendem a reduzir a 

complacência pulmonar, isto é, para uma mesma variação de volume é 

necessário uma grande variação de pressão43, 46.  

A resistência das vias aéreas está relacionada ao fluxo nas vias aéreas 

entre a boca e os alvéolos, e relaciona-se à dificuldade que o fluxo de ar tem 
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para se movimentar através das vias aéreas. Pode ser calculada pela diferença 

que existe de pressão entre o alvéolo e a boca, dividida pela taxa de fluxo 

aéreo45, 47. 

 A lesão cerebral, independente da causa, está relacionada a umas das 

mais importantes ocorrências de morte no cenário atual. E nesta situação, há 

uma parcela significativa de pacientes que desenvolvem complicações, sendo 

a disfunção respiratória uma das mais comuns, e estes achados podem estar 

correlacionados a um pior desfecho neurológico48. Alguns estudos indicam a 

ocorrência de edema, congestão e hemorragia pulmonar em metade dos 

pacientes que sofreram lesão cerebral e evoluíram para óbito49. De forma 

semelhante, observaram alterações na arquitetura pulmonar, com presença de 

infiltrado neutrofílico em modelo experimental de traumatismo 

cranioencefálico50. 
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Este estudo foi realizado no Laboratório de Investigação Médica LIM 61 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, localizado na divisão 

de experimentação no Instituto do Coração. Os animais foram manipulados de 

acordo com as diretrizes do National Institute of Health (1985) para o cuidado, 

manuseio e utilização de animais de laboratório. O presente estudo foi 

aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa 

(CAPPesq), protocolo de pesquisa aprovado sob o número: 057/13 – 

3863/12/119, Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo.  

Este estudo foi financiado pela Fundação de Amparo a Pesquisa do 

Estado de São Paulo (FAPESP) sob o número 2013/01972-6. 

 

4.1  Protocolo Experimental 

 

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos, provenientes do biotério da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, pesando entre 250 e 

350 g. Os animais foram mantidos a 23 ± 2°C, período de claro e escuro de 12 

horas, sem restrições à ingestão de água e ração. 

 Os animais foram distribuídos de forma aleatória, através de sorteio 

nos seguintes grupos experimentais: 
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(1) Controle (CONTROL): ratos submetidos à extração do bloco 

cardiopulmonar; 

(2) Morte Encefálica (ME): ratos submetidos à morte encefálica e tratados com  

solução salina isotônica (4 mL/kg) ao longo do tempo; 

(3) Salina Hipertônica 0h (Hip 0): ratos submetidos à morte encefálica e 

tratados com solução salina hipertônica (4 mL/kg) imediatamente após a morte 

encefálica; 

(4) Salina Hipertônica 1h (Hip 60): ratos submetidos à morte encefálica e 

tratados com solução salina hipertônica (4 mL/kg) decorridos 60 minutos da 

morte encefálica. 

   

 Grupos Experimentais: 

 

CONTROLE HIP 0’ ME HIP 60’ 
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4.2  Delineamento do Estudo 

4.2.1  Anestesia 

Os animais foram submetidos à indução anestésica em câmara 

fechada com isoflurano a 5%, intubados, colocados em ventilação mecânica e 

submetidos à traqueostomia, foi utilizado ventilador para pequenos animais 

(Harvard Apparatus, Modelo 683), ressaltando que nos momentos em que foi 

avaliada a mecânica ventilatória, os animais foram colocados em ventilador 

especifico (flexiVent, SCIREQ Montreal, PQ, Canadá), os dois ventiladores 

utilizados no estudo foram ajustados com FiO2 de 100 %, volume corrente de 

10 mL/kg, 70 ciclos por minuto e PEEP de 3,0 cmH2O. O plano anestésico foi 

mantido com isoflurano a 2% até o momento da indução da ME.  A oferta de 

isoflurano foi cessada após a indução da ME (Figura 3). 

 

 
 

 

Figura 3 – Esquematização do protocolo experimental. 
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4.2.2  Procedimento cirúrgico 

 

Os animais, posicionados em decúbito dorsal foram mantidos em luz 

aquecedora, realizou-se então assepsia com clorexidina na região para a 

realização da traqueostomia, com extensão lateral direita e exposição da 

artéria carótida e veia jugular.  

A artéria carótida e a veia jugular direita foram canuladas, utilizando 

cateter confeccionados com perfusor infantil e dispositivo periférico intravenoso 

(tamanho 24G) preenchidos com solução salina heparinizada (500 IU/mL) e 

inseridos delicadamente com auxílio de microscópio esteroscópico binocular 

(Zeiss, modelo Stemi 508). O cateter da artéria foi conectado a um transdutor 

de pressão (P23XL Viggo-Spectramed Statham, CA, USA) acoplado a um 

monitor (DIXTAL, DX 2021, Brasil) para registro da Pressão Arterial Media 

(PAM). A veia jugular foi utilizada para infusão continua de solução salina a 

0,9% (2mL/kg/h) para minimizar a desidratação e para a administração do 

tratamento da solução salina hipertônica. 

O grupo controle foi submetido à traqueostomia, seguido de uma 

laparotomia, e extração do bloco cardiopulmonar. 

 

 



28 
 

 

Metodologia 

 
 

4.2.3  Modelo de morte encefálica 

 

Os animais foram colocados em decúbito ventral para realização da 

trepanação. Utilizando-se uma broca motorizada foi realizada a perfuração da 

calota craniana para inserção intracraniana de um cateter do tipo Fogarty-4F 

(Edwards Lifescience LLC, Irvine, CA, USA) (figuras 4A e 4B). A efetiva 

indução da ME ocorreu através da rápida insuflação do cateter com 500 L de 

salina, sendo confirmada por pico hipertensivo, ausência de reflexos, midríase 

bilateral e apneia. Após a indução da morte encefálica a anestesia foi suspensa 

(Figuras 5A, 5B, 5C, 5D e 6). 

 

 

 

 

Figura 4- (4A) Broca motorizada; (4B) Cateter do tipo Fogarty-4F (Edwards 
Lifescience LLC, Irvine, CA, USA)  

 

 

4A 4B 4B 
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Figura 5-  Sequencia da trepanação na calota craniana do animal. (5A e 5B) 
Identificação da região exata no qual foi inserido o cateter; (5C e 5D) Inserção 
do cateter na calota craniana.  

 

 

Figura 6 – Animal traqueostomizado, cateterizado e com cateter Fogarty-4F já 
inserido e insuflado na calota craniana. 

 

     

     

5A 5B 

5C

  3A 

5D

  3A 
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Os parâmetros hemodinâmicos avaliados neste estudo basearam-se 

no monitoramento e registro contínuos da pressão arterial media (PAM).  

 

4.3  Avaliação Mecânica Ventilatória 

 

Foram quantificados a resistência de vias aéreas (Raw), a elastância 

de tecidos (Htis) e a resistência de tecidos (Gtis), pelo modelo de oscilação 

forçada, durante todo o período de avaliação do animal antes e após a morte 

encefálica. A avaliação da Mecânica ocorreu em três momentos durante o 

experimento, a primeira denominada basal, a segunda avaliação ocorreu duas 

horas após o animal ter sido submetido à morte encefálica e a terceira e última 

avaliação foi realizada no final do experimento, após quatro horas de morte 

encefálica.  

 

4.4   Avaliação Funcional 

 

Amostras de sangue foram coletadas da artéria carótida e da veia 

jugular para determinação dos parâmetros gasométricos (Radiometer ABL 800, 

Radiometer Medical, Copenhagen, Denmark), nos momentos basal e final do 

experimento.  
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4.5  Contagem de células sanguíneas 

 

As contagens totais de leucócitos foram determinadas em amostras de 

sangue obtidas através da punção da extremidade distal da cauda dos animais 

no início e final do experimento. Foi adicionado na amostra coletada 380 µl de 

corante (turk).  As contagens totais de leucócitos foram determinadas usando 

uma câmara de Neubauer.  

 

4.6  Análise Histológica 

  

 Um fragmento do pulmão de cada animal foi coletado e acondicionado 

em formol para análise histopatológica. O tecido foi fixado em lâmina e logo 

depois foi corado com hematoxilina e eosina. Os parâmetros avaliados para 

inferir o grau de inflamação pulmonar nos diferentes grupos experimentais 

foram: edema perivascular e índice de infiltrado neutrofílico. A análise foi 

realizada com programa de analisador de imagem Case Viewer, com medidas 

da área de edema perivascular em relação ao perímetro do vaso pulmonar e do 

índice de infiltrado neutrofílico em relação ao tamanho do septo alveolar. Os 

pulmões foram avaliados por dois investigadores independentes. 
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4.7  Dosagens de citocinas no Lavado Bronco Alveolar 

 

 

A análise do perfil inflamatório também contemplou a realização de 

ensaios imunoenzimáticos (ELISA), um método específico para ratos, 

comercialmente disponíveis (Quantikine Rat IL-6, Quatikine Rat IL-1β, 

Quantikine Rat TNF-α, Quatikine Rat IL10 e Quantikine Rat ICAM, R&D 

Systems Inc, Minneapolis MN-USA). 

 

4.7.1  Teste ELISA - Enzime-Linked Immunosorbent Assay – Etapas 

 

A ligação do antígeno ao anticorpo ocorreu em uma microplaca 

contendo 96 poços que já possuem em seu interior o anticorpo monoclonal 

especifico. Foi adicionado nos poços as amostras a serem analisadas e os 

reagentes específicos, seguindo-se a incubação por 60/90 minutos na 

dependência do kit utilizado. Seguiu-se com a etapa da lavagem para que as 

ligações inespecíficas fossem eliminadas. Foi adicionado um anti-anticorpo 

marcado com uma enzima. Aguardou-se o período de fixação, seguido de 

lavagem, após o qual foi adicionado um substrato cromógeno que reagiu com a 

enzima liberando uma coloração especifica e um resultado colorimétrico. 
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 A placa foi colocada numa leitora especifica, no qual apresenta um 

software adequado que realiza a leitura da absorbância da placa a 450 nm, os 

resultados foram expressos na tela do computador, demonstrando curva 

padrão validada. 

 

4.8  Dosagens de citocinas no tecido pulmonar 
 

   

As amostras dos tecidos foram coletadas ao final do experimento e 

armazenadas em tubos específicos e mantidas a -80ºC. Os mediadores 

inflamatórios no tecido pulmonar foram mensurados usando a metodologia 

xMap (Luminex™ xMAP - kit Cat. # RECYTMAG-65K-04 - Millipore (St. 

Charles-Missouri-USA)), para TNF-α, IL-6, IL1-β, IL-10. 

 

 

4.9  Avaliação utilizando doppler transcraniano.  
 
 

 

Realizamos em alguns animais uma ultrassonografia transcraniana 

colorida, utilizando a unidade de Ultrassom Micromaxx (Sonosite, EUA) em 

conjunto com um transdutor linear de 6 a 14 MHz, gel de condução para 

ultrassom foi aplicado para melhorar a condutividade.   
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4.10  Análise estatística 

 

4.11 Análises estatísticas descritivas 

  

As análises descritivas para os dados quantitativos foram realizadas, 

apresentando as médias acompanhadas dos respectivos erros padrão. Os 

pressupostos da distribuição normal em cada grupo e a homogeneidade das 

variâncias entre os grupos foram avaliados respectivamente, com o teste de 

Shapiro-Wilk e com o teste de Levene. 

 

4.12  Análises estatísticas inferenciais 

Para a análise de dois fatores (Grupo e Tempo), foi utilizada ANOVA 

de duplo fator de medidas repetidas para um único fator (Tempo). Quando foi 

necessário realizar comparações múltiplas de médias, utilizou-se o teste de 

Bonferroni. O teste Anova One Way foi utilizado para avaliar as variáveis: 

(edema perivascular, infiltrado neutrofílico, citocinas).  

Foi considerado uma probabilidade de erro tipo I (α) de 0,05 em todas 

as análises inferenciais. As análises estatísticas descritivas e inferenciais foram 

executada com o software SPSS versão 13 (SPSS 13.0 for Windows).



 
 

 
 
 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Resultados 
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Houve 12% de mortalidade dos animais durante o período experimental 

analisado. 

Perdas por grupos: ME: 2 perdas, Hip.0’: 2 perdas, Hip.60’: 1 perda. 

Os resultados estão representados em gráficos de média e erro padrão. 

 

 

5.1  Pressão Arterial Média 

 

 

 Os animais foram monitorados por todo o período do experimento. Não 

houve diferença significativa da pressão arterial média entre os grupos no 

momento basal (p=0,781).  

Após a indução da ME, observamos um aumento significativo da PAM 

durante o primeiro minuto após a insuflação do cateter (p=0,001), seguido de 

queda expressiva (p<005). Após 2h houve recuperação da PAM nos grupos 

Hip.0’, Hip.60’ e ME (p<0,05). Ao final do experimento o grupo Hip.0’ mostrou 

PAM superior ao ME, evidenciando uma possível influência do tratamento 

precoce nos valores da PAM ao longo do tempo (p=0,041) ( Gráfico 01). 
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Gráfico 01 – Pressão arterial média dos animais. Encontramos aumento 
significativo da pressão no primeiro minuto após a insuflação do cateter (α p 
<0,05), seguido de queda significativa (§ p <0,05). A partir do momento 120 ', os 
níveis de pressão se recuperaram nos grupos ME, Hip.0 min. e Hip.60 min. Ao 
final do experimento, o grupo hip.0 ’apresentou diferença estatística quando 
comparado ao grupo ME (¥ p = 0,041). 

 

 

 

 

5.2  Dados Gasometria 

 

A comparação entre os dados de gasometria colhidos no início e ao final 

dos experimentos, evidenciou a queda no pH e na concentração de HCO3
- em 

todos os grupos estudados. Além disso, os parâmetros gasométricos foram 

prejudicados pela ME, evidenciados pela diminuição da pO2 arterial (p< 0,035) e 

venosa (p< 0,027) ao final do protocolo. A queda da pO2 também foi observada 

nos grupos tratados com hipertônica (p< 0,05). Não houve diferenças 

significativas na dosagem de Na+ (sódio), pCO2, SatO2 e lactato arterial e 

venoso analisados nos momentos inicial e final do protocolo experimental. Os 

dados estão apresentados na Tabela 01. 
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Tabela 01 – Análise de gases do sangue arterial e venoso. Houve diminuição dos 

valores de pH e pO2 e em todos os grupos (p <0,05) em todos os grupos 

estudados. A análise do HCO3
- mostrou diferença nos grupos ME e Hip.60 min. 

(p <0,05). A tabela mostra os dados coletados nos momentos inicial e final do 

protocolo de morte encefálica. 

  ME HIP 0' HIP 60' 
Valor de 

p 

  Inicial Final Inicial Final Inicial Final   

pH art. 7,40±0,02* 7,25±0,04* 7,41±0,02* 7,32±0,04* 7,45±0,02* 7,29±0,04* *<0,028 

pH ven. 7,41±0,01* 7,13±0,05 7,40±0,01* 7,27±0,04* 7,40±0,01* 7,13±0,04* *<0,035 

pO2 art. 
(mmHg)  

298,2±50,0* 163,4±40,6* 332,7±37,3* 226,7±30,3* 384,1±39,5* 153,7±32,1* *<0,035 

pO2 
ven.(mmHg) 

72,4±9,3* 26,3±6,7* 66,0±7,4* 43,7±5,3* 66,4±7,42* 42,5±5,36* *<0,027 

HCO3 
- 
art. 

(mmol/L) 
21,9 ±0,8* 13,9±1,3* 22,6±0,8 16,3±1,2 23,6±0,8* 15,7±1,3* *<0,005 

 

 

Gráfico 2.  Quantificação de leucócitos no sangue periférico 

 

A ME ocasionou a diminuição do número de leucócitos circulantes ao 

longo do experimento, evidenciado pela menor concentração de leucócitos ao 

final do período de ME quando comparado com a concentração inicial (p=0,035). 

Essa queda também foi observada no grupo Hip.0’ (p=0,008) e Hip.60’ 

(p=0,030). Os dados estão apresentados no gráfico 2. 
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Gráfico 2 –  Quantificação de leucócitos no sangue periférico colhidos nos 
momentos inicial e final do experimento. Houve diferença estatística na 
comparação dos grupos ME (*p=0,035); HIP 0’ (**p=0,008); HIP 
60’(***p=0,030). Valores são expressos como média ± S.E.M. 

 

 

 

5.3 Mecânica Ventilatória 

 

A ME promoveu importantes alterações na mecânica ventilatória, 

evidenciadas pelo aumento progressivo e significativo da resistência das vias 

aéreas (RAW) ao longo do tempo (p=0,037). O tratamento com SSH preveniu o 

aumento da RAW ao final do protocolo de ME, apresentando valores similares 

aos basais (HIP0’: p= 0,137 e HIP60’: p=0,041). Apesar da recuperação ao final 

do experimento, observamos aumento da RAW após 2h de ME no grupo HIP60´ 

(Gráfico 03). 



40 
 
 

Resultados 

 

Além de modificar parâmetro relacionado ao componente de vias 

aéreas, a interferência da ME sobre a mecânica pulmonar foi evidenciada pelo 

aumento progressivo da resistência tecidual – Gtis (momentos inicial vs. 4h; 

p=0,022) (Gráfico 4) e elastância tecidual -  Htis (momentos inicial vs. 2h, 

p=0,042; e inicial vs. 4h, p=0,032) (Gráfico 5)). Por sua vez, a SSH atuou 

promovendo manutenção dos valores de mecânica em relação aos dados basais 

ao longo do tempo. 

 

 

5.3.1  Resistencia das Vias Aéreas (RAW) 

 

 

Gráfico 03-. Avaliação da mecânica ventilatória, resistência das vias aéreas dos 

pulmões. Houve diferença estatística na comparação dos tempos no grupo ME entre os 

tempos basal e 4h (*p = 0,037) e no grupo Hip.60’ basal e 2h (*p = 0,041). Grupos: ME 

(n=8); HIP 0 (n=8); HIP 60’ (n=9). Os valores representam a média ± EPM.  

 

 

 

* 
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5.3.2  Resistencia Tecidual (Gtis) 

 

Gráfico 04- Avaliação da mecânica ventilatória, resistência tecidual dos 

pulmões. Houve diferença estatística na comparação dos tempos no grupo ME entre os 

tempos basal X 2h e basal X 4h (*p<0,05).   Grupos: ME (n=8); HIP 0 (n=8); HIP 60’ 

(n=9). Os valores representam a média ± EPM. 

 

 

5.3.3 Elastância (Htis) 

 

Gráfico 05- Avaliação da elastância pulmonar ao longo do tempo. Houve 

diferença estatística na comparação dos tempos no grupo ME, entre os momentos basal 

X 2h e basal  X 4h (*p<0,001).   Grupos: ME (n=8); HIP 0 (n=8); HIP 60’ (n=9). Os 

valores representam a média ± EPM. 

               

 

* 
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5.4  Ensaio Imunoenzimatico ELISA. 

 

 

Não observamos diferenças nos resultados de imunoabsorção 

enzimática (ELISA), referente aos marcadores inflamatórios IL6, IL1β, IL10, 

ICAM e TNF-α dosados no Lavado Bronco Alveolar (LBA) extraídos dos pulmões 

ao final do experimento. (p>0,999). Os dados estão apresentados na Tabela 02. 

 

Tabela 02 –  Analise dos marcadores inflamatórios. Ensaio Imunoenzimatico 

ELISA – realizado no lavado bronco alveolar. Não observamos diferença 

estatística entre os grupos. (p=0,999). Grupos: ME (n=8); HIP 0’ (n=8); HIP 60’ 

(n=9). Os valores representam a média ± EPM. 

 
     ME Hip0' Hip60' 

IL-6 (pg/mL) 0,7071 ± 0,284 0,7790 ± 0,133 0,7990 ± 0,241 

IL-1β (pg/mL) 0,2786 ± 0,105 0,4020 ±0,091 0,4345 ± 0,071 

IL-10 (pg/mL) 0,1234 ± 0,006 0,1099 ± 0,016 0,1189 ± 0,004 

ICAM (pg/mL) 2,9378 ± 1,231 4,4978 ± 1,994 2,8408 ± 0,840 

TNF-α (pg/mL) 0,2884 ± 0,038 0,2283 ± 0,044 0,2419 ± 0,083 

 

 

5.5  Dosagem de citocinas e malondialdeído no tecido pulmonar 
Multiplex 

  

Com relação ao perfil inflamatório, o grupo ME apresentou aumento 

significativo na concentração da IL-1 β, IL-6 e TNF-α em relação ao grupo 
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control (p<0,001). O aumento da expressão de IL-1 β e IL-6 também foi 

observado nos grupos tratados com SSH, Hip.0’ e Hip. 60’ (p=0,016 e p=0,014, 

respectivamente). Os níveis de TNF-α no grupo Hip.0’ e Hip.60’ foram 

semelhantes aos do grupo control (p>0,05). A IL-10 não apresentou diferença 

significativa (Figura 3).  

Um expressivo aumento nos níveis de MDA foi notado, nos grupos que sofreram 

a ação da ME quando comparados ao grupo control (p=0,017) (Figura 4). 

Os valores representam a média ± EPM. Gráficos 06, 07, 08 e 09. 

Gráfico 06 -  Dosagem de citocinas. Foram encontradas diferenças significativas entre 

os grupos. IL1-beta ( * control  x  ME – p<0,001); (** control x Hip.0’ – p = 0,016); (*** 

CONTROL x Hip.60’ – p = 0,002). Grupos:   ME (n=8); HIP 0 (n=9); HIP 60’ (n=9). Os 

valores representam a média ± EPM. 

              

 

 

 

* 
** 

*** 
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Gráfico 07 - Dosagem de citocinas. Foram encontradas diferenças significativas 

entre os grupos. IL-6 ( *control X ME - p<0,001); (**control X Hip.0' - p=0,011); 

(*** control X Hip.60' - p=0,014). Grupos:   ME (n=8); HIP 0 (n=9); HIP 60’ (n=9). 

Os valores representam a média ± EPM. 

 

 

 

Gráfico 08 - Dosagem dos níveis IL-10 no tecido pulmonar. Não houve diferença 
estatística entre os grupos.  

 

 

* 

** 

*** 

p > 0,999 
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Gráfico 09 - Dosagem de citocinas. Foram encontradas diferenças significativas 

entre os grupos. TNF-alfa ( * control x ME - p<0,001); (** control x hip.0' - 

p=0,114); (*** control x Hip.60' - p=0,097). Valores são expressos como média ± 

S.E.M. 

 

 

 

Gráfico 10 - Dosagem de biomarcador para dano oxidativo. Malondialdeído 
(MDA). Houve diferença estatística entre os grupos: (* control x ME - p<0,001); 
(** control x Hip.0' - p=0,017); (*** control x Hip. 60' - p<0,001). Valores são 
expressos como média ± S.E.M. 
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5.6  Analise Histológica  

    

 

5.6.1  Infiltrado Neutrofílico 

 

 

Em relação à quantificação de neutrófilos, o tratamento tardio (Hip.60’) 

reduziu o infiltrado neutrofílico (p<0,05), mostrando quantificação semelhante ao 

grupo control (Gráfico 11). O grupo ME apresentou maior quantidade de 

neutrófilos com 8,75 células/mm2 quando comparado com os grupos CONTROL 

e Hip.60’.  

 

Gráfico 11 – Infiltrado Neutrofílico dos grupos. Houve diferença estatística entre 
os grupos: * ME X Control (p<0,001), *** ME X Hip. 60 (p=0,015), ** Control X 
Hip.0’ (p=0,009) e α Hip.0’ X Hip.60’ (p=0,027). 
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Figura 7 - Lâmina de parênquima pulmonar para quantificação do infiltrado 
neutrofílico.     Aumento de 30X.  O grupo ME apresentou maior quantificação de 
neutrófilo. Coloração em Hematoxilina-eosina. A: control;  B: ME; C: Hip.0’ e D: 
Hip.60’. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

D. C. 

 
A. B. 

C. D. 
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5.6.2  Edema perivascular 

 

 

Em relação ao edema perivascular, o tratamento tardio também se 

mostrou eficaz, apresentando menor área de edema, diferindo dos grupos ME e 

Hip.0 (p<0,05). Gráfico 12. O grupo ME apresentou maior área de edema 

perivascular 47,84 um2/um quando comparado com os grupos Control e Hip.60’.  

 

Gráfico 12 – Presença de edema perivascular   medido em área de edema por 

um2. Nas comparações múltiplas houve significância estatística nas 

comparações entre os grupos. * ME X Control (p=0,017), **Control X Hip.0’ 

(p=0,021), *** Control X Hip. 60’ (p=0,047), α Hip.0’ vs Hip.60’ (p=0,037) e  # ME 

X Hip. 60 (p=0,035),                
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5.7  Avaliação utilizando doppler transcraniano 

 

A avaliação do doppler transcraniano foi realizada em duas etapas: a 

primeira foi realizada nos animais anestesiados antes do procedimento de 

trepanação e indução a ME e a segunda após a indução da ME através da 

insuflação do Fogarty-4F. Através da ultrassonografia 2-D visualizamos a 

 

  

 

  
Figura 8- Lâmina de parênquima pulmonar para avaliação de edema perivascular.     

Aumento de 30X.  O grupo ME  apresentou maior área de edema, seguido do grupo Hip.0’. 

Coloração em Hematoxilina-eosina. A: control ;  B: ME; C: Hip.0’ e D: Hip.60’ . 

A. B. 

D. C. 
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imagem do crânio, bem como as estruturas cerebrais dos animais. Em seguida o 

ultrassom doppler colorido foi usado e as artérias extra, intracraniana, artéria 

carótida interna direita e artéria cerebral média direita foram visualizadas. Após a 

insuflação do Fogarty-4F, o doppler foi realizado novamente e monitorado até 

nenhum sinal vascular intracraniano ser obtido. Picos sistólicos abaixo de 10 

cm/s foram recuperados na artéria carótida interna direita ao nível da base do 

crânio, compatíveis com colapso circulatório encefálico. Evidenciando uma 

resposta positiva na condução da técnica de ME. 

 

Figura 9-   Avaliação descritiva do doppler transcraniano, evidenciando ausência 

de fluxo nos grupos submetidos a ME e em comparativo presença de fluxo em 

animais não submetidos a ME 

 

 

 

 

Presença de fluxo:                                        Ausência de fluxo:                                

      

 



 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Discussão 
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 Dados levantados em 2020, pela ABTO (Associação Brasileira de 

Transplante de Órgãos), aproximadamente 43 mil adultos e crianças esperam 

em fila por um transplante de órgãos51. Este fato é atribuído a vários fatores, tais 

como, a recusa que algumas famílias têm a doação de órgãos, a falta de 

cuidado com o doador, a dificuldade de comunicação entre as unidades de 

saúde e as equipes transplantadoras e a demora no diagnóstico da ME. Estes 

fatores comprometem a qualidade do órgão e sua possível utilização52. 

 A ideia que norteou a realização do presente estudo foi baseada em 

uma problemática atual,  a escassez de órgãos viáveis para transplante e os 

efeitos da ME  sobre o organismo. Observamos os efeitos hemodinâmicos e o 

impacto na mecânica ventilatória no animal, quando o mesmo foi submetido à 

morte encefálica com posterior tratamento utilizando SSH a 7,5%, com isso 

pudemos avaliar os efeitos do tratamento com SSH e sua possível contribuição 

na melhora do órgão alvo, visto que existem inúmeros benefícios descritos 

associados ao uso da SSH, relacionados à hemodinâmica, modulação 

imunológica e atenuação da pressão intracraniana (PIC).  O propósito em 

realizar o tratamento em dois momentos distintos, sendo eles imediatamente e 

uma hora após a indução da ME, deve-se a possibilidade de analisar o efeito da 

SSH no início do processo inflamatório e decorridos uma hora da indução de 

ME. 

A metodologia de ME que foi utilizada, refere-se a um procedimento bem 

estabelecido. Pilla e colaboradores descreveram em detalhes a execução do 
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modelo empregado, semelhante ao que realizamos em nosso estudo, diferindo 

apenas na quantidade de solução utilizada para insuflar o balão5,53.  Existem 

trabalhos já publicados em nosso meio, os quais utilizaram exatamente a mesma 

técnica empregada54. Correia e colaboradores  utilizaram  o modelo  de ME em 

ratos, com tratamento de SSH para avaliação da microcirculação mesentérica e 

demonstraram a eficácia  do método de indução da ME41. 

O cuidado com a hemodinâmica na ME, é fundamental para a 

viabilidade da doação dos órgãos. Existem vários trabalhos clínicos e 

experimentais, demonstrando as consequências da ME na hemodinâmica do 

paciente4,55,56. Em nosso estudo observamos um quadro de hipotensão instalado 

nos primeiros 60 minutos de experimento. Correia e colaboradores descreveram 

semelhante ocorrência e o associaram à hipoperfusão mesentérica41. Contudo, a 

literatura é bem farta no que tange a descrição do quadro de hipotensão arterial 

durante a ME57. É sabido que este cenário se estabelece após a ocorrência da 

descarga autonômica, seguida de intensa vasodilatação. Os dados alcançados 

no presente estudo corroboram com as informações encontradas por Guetti e 

colaboradores, que descrevem como sendo a alteração fisiopatológica mais 

severa da ME57. 

Ao analisar os parâmetros gasométricos dos animais, notamos uma 

queda expressiva nos valores de pH e nos índices de pressão parcial de 

oxigênio (PaO2), sugerindo presença de distúrbios ácido-base. Podemos 

associar este evento à total perda de homeostase que a ME causa e na 
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dificuldade em manter os parâmetros hemodinâmicos estáveis. Lee e 

colaboradores, através de uma revisão retrospectiva de prontuários eletrônicos, 

descreveram a ocorrência deste evento em 37,7% dos pacientes, atribuindo-o às 

mudanças fisiopatológicas da ME58. Outro estudo realizado em ratos submetidos 

à ME e tratados com bloqueadores α-adrenérgicos, demonstrou semelhantes 

resultados na gasometria59.  Esses dados diferiram dos encontrado por Correia 

et al., um estudo experimental em ratos submetidos à ME, no qual não 

observaram diferença nas análises das pressões parciais de O2 e CO2 no 

sangue60.  

Muitas das variações  hemodinâmicas ocorridas a partir do processo de 

ME são acompanhadas por alterações do perfil imunológico12. Quando 

avaliamos os leucócitos totais no sangue periférico, constatamos uma 

diminuição expressiva nos índices em todos os grupos estudados, ou seja, 

observamos a instalação de leucopenia nos animais após indução da ME. Esses 

achados coincidiram com resultados evidenciados por estudos clínicos e 

experimentais38,61, que indicaram alterações no sistema imunológico periférico, 

quando o órgão é acometido por Acidente Vascular Cerebral (AVC) ou trauma, 

com desfecho em ME.  Esses autores demonstraram que a lesão cerebral causa 

dano encefálico, inflamação local e alterações no sistema imunológico periférico 

que desencadeia uma regulação negativa da medula óssea, culminando no 

número reduzido de células de defesa38, 61, 62.  

As mudanças na hemodinâmica e as alterações hematológicas 

observadas até aqui, associam-se com as alterações da função pulmonar. A 
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incapacidade em manter as trocas gasosas em níveis estáveis e a homeostase 

do pH sanguíneo, está intimamente relacionada à mecânica ventilatória, que na 

ME encontra-se comprometida, demonstradas neste trabalho através do 

aumento da resistência das vias aéreas, resistência tecidual e da elastância  ao 

longo do tempo de experimento. 

Em relação à mecânica ventilatória (MV), o propósito da análise ocorreu 

pela fundamental importância e contribuição que este dado oferece para uma 

avaliação pulmonar adequada. Podemos considerar que uma MV comprometida, 

implica em mau prognostico no pós-transplante pulmonar (TxP), acarretando em 

dano pulmonar com consequente evolução para disfunção primaria do enxerto63, 

64. 

Não encontramos na literatura estudos experimentais relacionando a 

evolução da MV durante a ME, entretanto, sabemos da ocorrência da  lesão 

tecidual no pulmão e que a hemodinâmica é prejudicada com aumento da 

pressão da artéria pulmonar (PAP),  resistência vascular pulmonar (PVR), 

frequência cardíaca (FC) e débito cardíaco (DC)65.  

Nossos resultados demonstraram que a resistência das vias aéreas 

(RAW) aumentou de forma expressiva no grupo ME, o mesmo ocorreu entre os 

tempos basal e duas horas do grupo que recebeu tratamento tardio (Hip.60’), 

evidenciando a instalação do processo inflamatório, seguido de uma 

recuperação pós tratamento, que resultou na normalização do parâmetro 

avaliado. Quando observamos os resultados da resistência tecidual (GTIS), 

notamos um quadro de piora progressiva no grupo ME, evento não observado 
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nos demais grupos. Na análise da elastância pulmonar (HTIS), houve piora 

gradual das propriedades elásticas no grupo ME. Os resultados obtidos nestas 

análises tornou evidente a influência da ME na MV. Seguindo essa linha de 

raciocínio, dados encontrados em um estudo realizado em humanos, no qual foi 

analisado a MV em pacientes com lesão cerebral, observou-se a ocorrência de 

alteração na elastância da parede torácica e do sistema respiratório, além da 

resistência pulmonar65, resultados semelhantes aos encontrados em nosso 

estudo experimental. Em outro estudo, Almeida e colaboradores, em modelo de 

lesão pulmonar por isquemia e reperfusão, relataram a formação de edema 

associada à piora nos parâmetros de mecânica ventilatória66.  

Como comentado, a instabilidade hemodinâmica promovida pela ME 

pode evoluir com aumento da permeabilidade capilar, com consequente 

desenvolvimento de edema alveolar, espessamento da membrana hialina e 

infiltrado neutrofílico. Estudos demonstram que as alterações podem iniciar de 

forma precoce64, 67, 68. Em nosso estudo identificamos a lesão pulmonar após a 

ME através da formação de edema perivascular e presença de infiltrado 

neutrofílico. Este evento ocorre devido à perda da integridade vascular, com 

consequente extravasamento e um inevitável acúmulo de líquido no tecido 

perivascular, causando redução na capacidade de oxigenação e nutrição dos 

tecidos. Achados semelhantes foram observados em um estudo com transplante 

pulmonar em ratos tratados com peptídeo XII B13, no qual os autores relatam 

que durante o evento da tempestade autonômica com consequente inflamação 
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sistêmica, ocorreu perda da integridade do vaso, observado através de análise 

histopatológica do pulmão67.  

Os danos causados pela ME são progressivos, e altera a permeabilidade 

microvascular de diversos órgãos54, este cenário pode estar associado à 

formação de edema e presença de infiltrado neutrofílico68,  sugestivos de edema 

pulmonar neurogênico (EPN). O EPN tem sido cada vez mais estudado na 

literatura especializada por sua correlação com piores resultados na prática 

clínica, em função do aumento da morbimortalidade dos pacientes69. O pico de 

liberação de catecolaminas que ocorre no momento da ME, pode ser capaz de 

causar insuficiência cardíaca, seguida de hipertensão pulmonar. O quadro de 

hipertensão pulmonar aguda associado à liberação de citocinas de forma 

desenfreada aumenta a permeabilidade dos vasos, podendo resultar em EPN, 

entretanto, mais estudos que esclareçam esse mecanismo são necessários. 

Apesar do indicativo, a avaliação da EPN requer atenção. Artigos sustentam que 

seu diagnóstico é apenas clínico, pois não existem biomarcadores que possam 

evidenciar com clareza sua presença69-71.  Observamos através dos nossos 

resultados que o tratamento com SSH reduziu o edema nos animais tratados 

tardiamente, entretanto, não observamos tal resposta nos animais do grupo 

tratado de forma imediata, corroborando com alguns artigos clínicos e 

experimentais, que demonstraram resultados eficazes na redução do edema72-75.  

Acreditamos que o tempo de resposta da SSH  no  grupo   tratado   de forma 

imediata não tenha sido observado, devido à curta duração dos efeitos 

circulatórios da SSH. Estudos apontam que para a obtenção de um efeito 
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intravascular prolongado é necessário combinar SSH com coloides (p.e. 

dextrana), obtendo assim efeito sinérgico entre as soluções76, 77. 

É comum a utilização da SSH como tratamento para reestabelecer os 

padrões hemodinâmicos e por apresentar efeito imunomodulatório. Leidenz et al. 

em um estudo descritivo clínico sobre o uso da SSH no tratamento da 

hipertensão intracraniana, descrevem sobre a situação ocorrida no 

desencadeamento da ME, destacando o cenário promissor do uso da SSH, 

referindo-se à ação dos agentes hiperosmolares no estabelecimento de 

gradiente osmótico, através da barreira hematoencefálica sem promover 

desidratação sistêmica78. 

Através de estudos experimentais, concluiu-se que a ME é capaz de  

aumentar o   risco de   rejeição   aguda   e   disfunção   crônica  do enxerto24, 25, 

situações comumente associadas aos insucessos no TxP. Existem marcadores 

inflamatórios que estão diretamente relacionados à disfunção primária do 

enxerto (DPE)79,80. É de suma importância que alguns destes marcadores sejam 

analisados. Alguns trabalhos citam uma razão entre as citocinas IL-6 

(inflamatória) e IL-10(anti-inflamatória) e sua correlação com a DPE nos 

primeiros 30 dias pós TxP79, 80.  

Em relação aos marcadores inflamatórios, é sabido que a expressiva 

ativação celular e molecular ocorre de forma imediata após o início agudo da 

ME, abrangendo a supraregulação de citocinas inflamatórias, tais como IL-6 e 

TNF-𝛂. Estas citocinas possibilitam uma resposta inflamatória sistêmica81-83. 
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Zweers et al. demonstraram em suas pesquisas que a ME induziu uma resposta 

inflamatória no pulmão do doador, acentuando a rejeição crônica a longo prazo 

após o TxP84.  

 No intuito de compreender a atuação da SSH neste cenário, e sua 

possível ação imunomodulatória no órgão, optamos em analisar marcadores 

inflamatórios específicos, sendo eles IL-6, IL1-β e TNF-α e análise do marcador 

anti-inflamatório IL-10. Realizamos as análises no LBA e no tecido pulmonar. Na 

análise do LBA, não observamos efeito da SSH entre os grupos, por outro lado, 

no tecido pulmonar, notamos expressivo aumento dos níveis de TNF-α no grupo 

ME, corroborando com os resultados encontrados por Nepomuceno e 

colaboradores, que demonstraram redução dos valores de TNF-α no tecido 

pulmonar, utilizando como tratamento a SSH em modelo de doador para 

transplante com choque hemorrágico42. Outro estudo recentemente publicado e 

com metodologia semelhante à utilizada neste trabalho, mostrou níveis de TNF-

α aumentados no tecido pulmonar  no grupo submetido à ME, sugerindo que 

determinados processos inflamatórios observados sejam desencadeados por 

traumas correlacionados à  própria ME85. Neste cenário, Mitra e colaboradores, 

através de estudo “in vitro”  por meio de cultura celular,  utilizando combinação 

de citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IFN-γ em meio contendo SSH, 

demonstraram o efeito benéfico da SSH e seu protagonismo em atenuar a 

resposta pró-inflamatória, diminuindo a expressão das citocinas avaliadas86.  

Diante dos dados apresentados, foi possível demonstrar que a SSH 

7,5% é capaz de preservar as características resistivas e elásticas pulmonares, 
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além de atuar de forma positiva na redução do edema perivascular e infiltrado 

neutrofílico, influenciando na resposta inflamatória provocada pela ME.  Trata-se 

de uma solução de fácil acesso e de baixo custo, sendo, portanto, encontrada 

nos mais diversificados centros hospitalares e passível de uso na prática clínica 

em possíveis doadores de órgãos, associadas ou não a agentes anti-

inflamatórios.  
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 Concluímos que o tratamento com SSH a 7,5%, após indução da ME em 

ratos: 

 

Principal: 

 Preservou as características resistivas e elásticas pulmonares;  

 Reduziu a infiltração neutrofílico no pulmão. 

 

Específicas: 

 Não alterou as concentrações dos marcadores inflamatórios TNF-α, 

IL-1 β, IL-6, IL-10 e ICAM;  

 Reduziu o número de neutrófilos no tecido pulmonar; 

 Reduziu o edema perivascular. 
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Tabela 1 - Tabela com média e erro padrão da pressão arterial média em 
mmHg dos animais 

  
   
  

  Basal Pico 10' 30' 60' 120' 180' 240' 

ME 111.375 ± 9.4 150.875 ± 22.4 76.625 ± 14.8 72.75 ± 19.7 88 ± 14.30 110.375 ± 22.8 73.125 ± 12.28 62.25 ± 12.8 

Hip 0' 110.66 ± 5.6 127.44 ± 9.5 65.88 ± 5.5 65.55 ± 2.6 79.44 ± 14.08 104.33 ± 15.7 98.22 ± 16.43 93.66 ± 8.28 

Hip 60' 113.5 ± 6.5 137 ± 20.20 66 ± 8.6 62 ± 11.7 70.5 ± 14.10 105.25 ± 15.9 90.125 ± 12.96 78.5 ± 7.32 

 

 

Tabela 2 - Tabela com média e erro padrão de leucócitos no sangue periférico 
colhidos nos momentos inicial e final do experimento (células/mm3) 

 

  Média Inicial EP Média Final  EP 

ME 16272.22 493.22 11613.75 1353.59 

HIP.0' 15655.56 2371.02 9518.75 1531.8 

HIP.60' 13200.00 1239.57 9136.67 719.74 

 

Tabela 3 - Tabela com média e erro padrão da análise de interleucinas no 
tecido pulmonar (pg/mg). 

 

  
   

 
  Control EP ME EP Hip.0' EP Hip.60' EP 

 

 
IL1-beta 82.17 67.9 440.28 31.8 308.80 36.9 410.58 32.4 

 

 
IL-6 437.74 400.2 3388.64 131.4 2100.12 463.5 1833.27 323.5 

 

 
IL-10 7.13 1.18 9.47 1.67 11.12 1.67 8.50 0.77 

 

 
TNF-alfa 3.60 1.45 16.23 4 13.42 2.46 10.64 1.74 

 

 

Interleucinas Multiplex (pg/mg) 

Pressão Arterial Média ( mmHg) 

 

 

Leucócitos Totais (células/mm3
) 
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Tabela 4 - Tabela com média e erro padrão da análise de malondialdeído no 
tecido pulmonar (ng/mL) pela técnica ELISA. 

 

      

MDA 

 
Média EP 

CONTROL 3.5 0.7 

ME 12.8 0.9 

Hip.0' 7.1 0.7 

Hip.60' 9 1.2 

 

 

Tabela 5 - Tabela com média e erro padrão da avaliação da resistência das 

vias aéreas (RAW). 

Resistência das Vias Aéreas (cmH2O.s/mL) 

  ME EP Hip 0' EP Hip 60' EP 

Basal .07 .016 .09 .015 .07 .017 

2 horas .09 .012 .09 .011 .12 .012 

4 horas .19 .059 .11 .055 .08 .063 

 

Tabela 6 - Tabela com média e erro padrão da avaliação da resistência 

tecidual (Gtis). 

Resistência Tecidual (cmH2O/mL) 

  ME EP Hip 0' EP Hip 60' EP 

Basal 
.412 .073 .539 .069 .445 .078 

2 horas 
.566 .109 .596 .103 .502 .117 

4 horas 
.636 .109 .637 .102 .475 .116 

 

Malondialdeído (ng/mL) 
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Tabela 7 - Tabela com média e erro padrão da avaliação da elastância (Htis). 

              

Elastância (cmH2O.s/mL) 

 
ME EP Hip 0' EP Hip 60' EP 

Basal 2.568 .251 2.351 .236 2.452 .268 

2 horas 4.097 .376 3.256 .354 3.209 .401 

4 horas 4.955 .555 3.882 .523 3.064 .593 

       

 

 

Tabela 8 - Tabela com média e erro padrão da avaliação de edema 

perivascular pela técnica de H/E. 

EDEMA (µm2/µm) 

  Média EP 

Control 11.9 7.10 

ME 47.9 3.29 

HIP.0' 41.2 5.15 

HIP0.60' 23.9 6.39 

 

Tabela 9 - Tabela com média e erro padrão da avaliação de infiltrado 
neutrofílico pela técnica de H/E. 

NEUTRÓFILOS (nº de células/µµµ2) 
 

  Média EP 
 

Control 2.1 .46193 

 
ME 8.3 .86580 

 
HIP.0' 8.5 .34869 

 
HIP.60' 4.1 .86087 
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