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RESUMO

Oliveira Melo P. Ativagao da ECA2 na prevengéao da lesdo pulmonar aguda em
modelo experimental de transplante pulmonar [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

A morte encefalica (ME) prové a maioria dos 6rgéos destinados ao transplante
pulmonar (LTx). No entanto, estes 6rgaos podem ter sido afetados por processos
de contusao, lesdo induzida por ventilagdo ou aspiragdo de conteudo gastrico.
Visto que a ativagéo do eixo protetor do sistema renina-angiotensina (SRA) ja
apresentou efeitos protetores em diferentes doengas respiratérias, foi gerada a
hipétese que a ativagdo da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) pode
reduzir as alteragdes deletérias associadas ao LTx. Estudo I: 3 horas apos o
estabelecimento da ME, ratos foram tratados com solugdo salina (ME) ou
ativador da ECAZ2 (DIZE; 15 mg/kg) e mantidos em ventilagdo por mais 3 horas.
Um terceiro grupo incluiu ventilagdo controle previamente ao LTx (CTR). Estudo
II: A lesao por aspiragao foi estabelecida a partir da instilagédo intratraqueal de
acido cloridrico (HCI; 0.1N). Apds o estabelecimento da lesdo do doador, os
pulmdes foram randomizados para pré-condicionamento com ativador da ECA2
(DIZE; 0.1 mM) ou angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7); 0.22 nM] e mantidos a 10°C
por 12 horas. Um grupo adicional foi incluido para avaliagdo de condigbes de
minimo tempo de preservagao (MinCIT). O pulmao esquerdo foi imediatamente
transplantado apos a o periodo de ME (Estudo I) e preservagao (Estudo Il). Os
resultados dos estudos sugerem que a modulagcdo do eixo protetor do SRA
melhora o comprometimento associado ao LTx, como demonstrado pela melhora
da funcdo, da atividade anti-inflamatéria e antioxidante, bem como pela
manutengao da dinamica mitocondrial e celular do enxerto. Portanto, a ativagao
da ECA2, bem como a administragdo direta de Ang-(1-7), constitui-se como
abordagem farmacoldgica promissora no manejo do doador ou durante a
preservacao hipotérmica estatica do enxerto pulmonar.

Palavras-chave: 1. Transplante de pulmao, 2. Morte encefalica, 3. Pneumonia
aspirativa, 4. Enzima de conversdo de angiotensina 2, 5. Sistema renina-
angiotensina, 6. Tratamentos com preservagao do 6rgéo, 7. Lesao pulmonar
aguda.



ABSTRACT

Oliveira Melo P. Activation of ACE2 in the prevention of acute lung injury in an
experimental model of lung transplantation [thesis]. S&do Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

Brain death (BD) provides most of the donor organs for lung transplantation (LTx).
However, the organs may be affected by contusion, ventilator-induced lung injury
or aspiration of gastric contents. Based on this, we hypothesize that the
angiotensin-converting enzyme 2 (ACEZ2) activation can reduce the lung injury
associated with LTx. Study I: 3 hours after BD induction, rats were injected with
saline (BD) or an ACE2 activator (DIZE; 15 mg/kg) and kept on mechanical
ventilation for additional 3 hours. A third group included a control ventilation prior
to LTx (CTR). Study II: Aspiration injury was created through intratracheal
instillation (HCI; 0.1N). Acid injured donor lungs were randomized to lungs
flushed with ACE2 activator (DIZE; 0.1 mM) or angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7); 0.22
nM] and stored for 12 hours at 10°C. A third group included immediate
transplantation (MinCIT). The left lungs were immediately transplanted after BD
(Study 1) and preservation (Study Il). The results suggest that modulation of the
renin-angiotensin system (RAS) protective axis improves the ischemia-
reperfusion injury associated with LTx, as demonstrated by the improvement in
function, anti-inflammatory and antioxidant activity, in addition to the maintenance
of mitochondrial and cellular dynamics of the graft. Therefore, the ACE2
activation, as well as the direct administration of Ang-(1-7), constitutes a
promising pharmacological approach in donor management or during static graft
hypothermic preservation.

Keywords: 1. Lung transplantation, 2. Brain death, 3. Aspiration injury, 4.
Angiotensin-converting enzyme 2, 5. Angiotensin-(1-7), 6. Organ preservation, 7.
Acute lung injury.
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TCE Traumatismo cranioencefalico

TFAM Fator de transcricdo mitocondrial A

TUNEL Deoxinucleotidil terminal transferase

XT Xantenona
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INTRODUGAO

1 INTRODUGAO

Com o avango das técnicas cirurgicas e de imunossupressédo ao longo
das ultimas décadas, o transplante pulmonar passou a ser considerado como
estratégia terapéutica viavel para diferentes tipos de doengas pulmonares
progressivas (AFONSO JUNIOR et al., 2015; HARTERT et al., 2014; MARTIN et
al., 2019; MEYER, 2018).

Este reconhecimento, levou a ampliacdo dos critérios para indicagao ao
transplante de pulmao, favorecendo um aumento exponencial no numero de
pacientes em listas de espera. Até marco de 2024, por exemplo, a Associagao
Brasileira de Transplante de Orgéos (ABTO) registrou a marca de 164 brasileiros
com necessidade estimada de transplante pulmonar. Apesar da alta demanda,
e na contramao dos outros transplantes de 6rgaos solidos, os transplantes de
pulm&o no Brasil foram 37,5% inferior a meta para 2024 (CHAMBERS et al.,
2017; REGISTRO BRASILEIRO DE TRANSPLANTES, 2024).

Entre as possiveis causas que contribuem para o baixo numero de
transplantes de pulmao realizados, quando comparado a outros 6rgaos, destaca-
se a pequena quantidade de pulmdes considerados viaveis para o processo de
doagéao e o curto tempo de isquemia fria (< 6h). Nesse sentido, tem sido cada
vez mais estudada a influéncia da morte encefalica, e de outros eventos
deletérios, tais como episdédios de aspiragdo de conteudo gastrico, no
estabelecimento de lesdo no pulm&o destinado a doagdo (CEULEMANS; INCI;
VAN RAEMDONCK, 2019; CHANEY et al., 2014; D’IMPERIO, 2007; INCI, 2017;
JIMENEZ-CASTRO; GRACIA-SANCHO; PERALTA, 2015; MARSHALL, 2001;
MORRISSEY; MONACO, 2014; PEGO-FERNANDES et al., 2011; PUNCH et al.,
2007; SANA VILELA et al., 2024; WIJDICKS et al., 2010).

Varios relatos evidenciam que a tempestade de catecolaminas causada
pelo processo de morte encefalica e a pneumonite quimica originada a partir da
aspiracdo de conteudo gastrico pode favorecer o aumento na producéo de
fatores pro-inflamatérios, contribuindo para a indugéo de les&o pulmonar aguda
(LPA), e aumento da incidéncia de disfungéo primaria do enxerto (DPE) apds o
transplante pulmonar (MARIK, 2001; MARSHALL, 2001; MORRISON; PITHER;
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FISHER, 2017; NAKAGAWA; TANG, 2011; PORTEOUS; LEE, 2017;
RAGHAVENDRAN et al., 2011; SMITH, 2004).

Ao longo dos ultimos anos, diversas estratégias preventivas tém sido
avaliadas, objetivando a reducédo do dano oxidativo, inflamatério e vascular
causados pelos eventos supracitados. Nesse sentido, tendo em vista o papel do
eixo protetor do sistema renina-angiotensina (SRA) na regulagéo de diversos
processos fisiologicos, os ativadores e os produtos finais desse eixo,
apresentam-se como potenciais agentes preventivos da LPA associada ao
transplante pulmonar, como veremos a seguir (FANG; GAO; LIU, 2019; SANTOS
et al., 2018; VELKOSKA; PATEL; BURRELL, 2016; ZAMBELLI et al., 2015).
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REVISAO DA LITERATURA

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRANSPLANTE PULMONAR

2.1.1 Definigao e histérico

Ao longo das ultimas décadas o transplante pulmonar tem sido
mundialmente reconhecido como estratégia terapéutica para pneumopatias
avancgadas. Admitido quando outras intervengdes menos invasivas néo
respondem de forma eficaz, o transplante objetiva melhorar a qualidade e a
expectativa de vida de pessoas acometidas por diferentes tipos de doencas
pulmonares progressivas (BOS et al., 2020; MARTIN et al., 2019; MEYER,
2018).

Apesar dos recentes avancos nesta area de conhecimento, os primeiros
relatos técnicos que serviriam de alicerce para a realizagdo dos transplantes
pulmonares datam de 1907, quando o francés Alexis Carrel fundou as bases
metodoldgicas para o transplante de 6rgdos solidos, ao descrever diferentes
técnicas de anastomoses para vasos sanguineos. A ampliacdo de
possibilidades, geradas a partir de seus achados, permitiu o inicio de um século
de descobertas e avangos para a implantacdo de enxertos pulmonares, como
demonstrado a principio pelo proprio ganhador do prémio Nobel (1912), ao
realizar um transplante cardiopulmonar heterotopico (enxerto implantado no
pescoco de um felino adulto) (ALEXIS CARREL, 1907; VENUTA; VAN
RAEMDONCK, 2017).

As quatro décadas que sucedem sao marcadas nao so por diversas
tentativas pouco exitosas de transplante pulmonar, mas também por avancos
das metodologias cirurgicas. E nesse contexto que, em 1947, apés o refinamento
das técnicas pré-existentes, o fisiologista e cirurgido soviético Vladimir Demikhov
reporta o primeiro transplante de coragao e pulmao realizado com sucesso em
caes. Em contrapartida ao éxito obtido, o primeiro animal receptor sobreviveu
apenas por 2 horas (DEMIKHOV, 1962; SHOJA et al., 2010).



28

As descobertas de Demikhov abriram fronteiras, que permitiiam que, em
1963, apos realizar centenas de transplantacdes experimentais bem sucedidas,
a equipe do Dr. James Hardy realiza-se a primeira tentativa de transplante
pulmonar em humanos. Embora diferentes progressos tenham sido realizados,
o paciente destinatario ndo se apresentava como um bom candidato ao
transplante, este fato, somado ao regime imunossupressor da época, favoreceu
o estabelecimento de um desfecho clinico negativo, com o paciente indo a 6bito
por faléncia renal no décimo primeiro dia do pods-operatorio (HARDY et al.,
1963a, 1963b; VENUTA; VAN RAEMDONCK, 2017).

Apoés 23 tentativas em um intervalo de oito anos, o mundo conheceu o
primeiro transplantado de pulm&o a sobreviver por mais de 10 meses (DEROM,
1971). O redirecionamento das técnicas cirurgicas e de imunossupressao,
posterior as primeiras tentativas de transplante em humanos, favoreceram o
aumento da expectativa de vida apos o transplante pulmonar, sendo registrado
em 1983, o primeiro paciente a sobreviver por mais de um ano. Ainda neste
periodo, o cirurgiao Joel Cooper, realizou com sucesso o primeiro transplante de
pulm&o isolado (transplante unilateral) da “era pds-ciclosporina”, garantindo ao
paciente uma sobrevida de 6,5 anos (Este mesmo grupo, 40 anos depois,
atingiria a impressionante marca de 3000 transplantes pulmonares) (BRACKEN;
GURKOWSKI; NAPLES, 1997; GROVER et al., [s.d.]; TORONTO LUNG
TRANSPLANT GROUP, 1986; UNIVERSITY HEALTH NETWORK, 2023).

Em 1987, a Escola Paulista de Medicina inicia os estudos para a formagao
de seu nucleo de transplante pulmonar. Dois anos mais tarde, a equipe do
cirurgido José Camargo realizaria o primeiro transplante pulmonar da América
Latina, e consequentemente, do Brasil. Realizado em 1989, na Santa Casa de
Misericordia em Porto Alegre, o procedimento cirurgico garantiu ao paciente uma
sobrevida de 10 anos (BISCEGLI JATENE et al., 2009; CAMILA KOSACHENCO,
2019; SUCCI et al., 1991).

A partir da década 90, com o crescimento no numero de grupos
especializados na realizacdo do transplante pulmonar, o advento de novas
modalidades cirurgicas (unilateral, bilateral em bloco, bilateral sequencial,
cardiopulmonar e lobar), tecnologicas e terapéuticas para preservagao do érgéo,
a selecdo de candidatos passou a evoluir, assim como a sobrevida ao
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transplante (BISCEGLI JATENE et al., 2009; MARTIN et al., 2019; NATHAN,
2015).

2.1.2 Principios para a indicagao ao transplante de pulmao

Inicialmente destinadas a doadores de coragdo e coragado-pulmao, as
politicas de alocacdo de oOrgdos para pulmdes isolados permitiram o
aprimoramento na indicagao ao transplante pulmonar. Apesar do avango para a
época, as primeiras politicas de alocagdo de 6rgaos toracicos tinham carater
simpldrio, elencando apenas fatores como tempo em lista de espera e
compatibilidade sanguinea (ASTP, 1998; EGAN et al., 2006; PANCHABHAI et
al., 2018).

A baixa especificidade dos critérios para indicagdo ao transplante de
pulmao, o aumento de pacientes e numero de obitos em lista de espera, e a
crescente pressdao da comunidade cientifica para o estabelecimento de
metodologias mais sensiveis e assertivas na alocag&o dos pacientes, contribuiu
para o estabelecimento do Escore de Alocacao de Pulm&o (LAS, do inglés, Lung
Allocation Score) a partir do ano de 2005 (EGAN et al., 2006).

O LAS objetiva a redugao do numero de 6bitos em lista para transplante
pulmonar, o aumento dos beneficios para os pacientes transplantados e a
alocacao eficiente e equitativa para os potenciais receptores em lista de espera.
Acessado por meio de um algoritmo especifico, esse escore estima a urgéncia
em lista de espera, a sobrevida pds-transplante e os beneficios advindos do
procedimento, gerando, por fim, uma pontuacao de alocagédo que varia de 0 a
100, e uma selegao mais apropriada dos candidatos indicados ao transplante
(EGAN et al., 2006).

A comprovagao da eficacia e o refinamento na escolha dos potenciais
candidatos ao transplante pulmonar tem rompido com antigos paradigmas e
estabelecido consensos cientificos a cerca da elegibilidade dos potenciais
receptores, como pontuado no Consenso de 2014 da Sociedade Internacional
para o Transplante de Coragéo e Pulmao (ISHLT, do inglés, International Society
for Heart and Lung Transplantation) (WEILL et al., 2015).

De maneira geral, o transplante pulmonar deve ser considerado para

adultos com doengas cronicas e/ou pneumopatas em estagio terminal, que se
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enquadre nos seguintes critérios: 1) alto (>50%) risco de morte por doenca
pulmonar dentro de 2 anos caso o transplante nao seja realizado; 2) alta (>80%)
probabilidade de sobrevivéncia de pelo menos 90 dias apds o transplante
pulmonar; e 3) alta (>80%) probabilidade de sobrevida pds-transplante em 5
anos de uma perspectiva clinica geral, com fungdo adequada do enxerto (WEILL
et al., 2015).

Nesse contexto, as principais indica¢des para o transplante de pulmao no
mundo nas ultimas duas décadas, tém sido: 1) doenga pulmonar obstrutiva
crbnica, em aproximadamente 33% de todos os casos de transplante pulmonar;
2) doengas pulmonares intersticiais ou fibrose pulmonar, em = 30% dos casos;
3) em casos de bronquiectasia, principalmente por fibrose cistica (= 16%); 4)
retransplante (= 4%); 5) hipertensdo arterial pulmonar idiopatica (= 2,9%);
dentre outras (CHAMBERS et al., 2017; YUSEN et al., 2016) (Figura 1).

Embora outros diagndsticos de indicagdes primarias ao transplante de
pulmdo apresentem baixa incidéncia, a disseminagdo do novo coronavirus
fomentou as discussdes sobre a necessidade do transplante de pulmdo como
estratégia terapéutica em pacientes com faléncia pulmonar persistente
associada a COVID-19 (BHARAT et al., 2020; CHAMBERS et al., 2017; CYPEL;
KESHAVJEE, 2020).

De maneira geral, tem sido preconizado que os candidatos ao transplante
pulmonar por sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA) relacionada ao
SARS-CoV-2 devem preencher os seguintes critérios: 1) serem menores de 65
anos; 2) nao apresentar disfungdo multipla de érgéos; 3) esperar de 4-6 semanas
apos os primeiros sinais clinicos de faléncia respiratéria antes de cogitar o
transplante, dando tempo suficiente para a potencial recuperagao do pulméo; 4)
apresentar evidéncias radiologicas de doenca pulmonar irreversivel;, 5) o
paciente deve estar consciente para discutir as possiveis consequéncias do
procedimento e ser capaz de participar ativamente durante o protocolo de
reabilitagdo; dentre outros (BHARAT et al., 2020; CYPEL; KESHAVJEE, 2020).

As contraindicagbes ao transplante, por sua vez, podem ser absolutas
(histérico de neoplasia, disfungéo cardiaca ou de outros érgéos nao relacionada
a doenca pulmonar, tuberculose pulmonar ativa e outras) ou relativas (idade,

instabilidade clinica, estado nutricional, doencgas sistémicas associadas, entre
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outras), sendo relacionadas tanto a fatores médicos e cirurgicos, quanto
psicossociais (WEILL et al., 2015).

Figura 1 - Distribuicdo de diagnéstico de receptores adultos por local e ano.

100% -

90% - = Outras
80% -
70% - m Retransplante
60% -
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Europa América do Norte Outros

Fonte: Modificado de ISHLT, 2021. FPI, fibrose pulmonar idiopatica; DPOC, doenga pulmonar
obstrutiva cronica; FC, fibrose cistica.

2.1.3 Dimensionamento dos transplantes de pulmao

A ampliacdo dos critérios para indicacdo ao transplante de pulmao ao
longo dos anos, somado a outros fatores comentados anteriormente,
favoreceram um aumento exponencial no numero de transplantes pulmonares
em todo o mundo, ultrapassando a marca de 4000 procedimentos durante o ano
de 2015 (CHAMBERS et al., 2017).

A inclusao de novas categorias para o transplante, no entanto, favoreceu
um crescimento vertiginoso de pacientes em listas de espera. Até marco de
2024, por exemplo, a Associagdo Brasileira de Transplante de Orgéos (ABTO)
registrou a marca de 164 brasileiros com necessidade estimada de transplantes
pulmonares. Apesar da alta demanda, e na contramao dos outros transplantes
de 6rgéos solidos, os transplantes de pulmao no Brasil foram 37,5% inferior a
meta para 2024 (REGISTRO BRASILEIRO DE TRANSPLANTES, 2024) (Figura
2).

Entre as possiveis causas para o baixo numero de transplantes de pulmao
realizados, quando comparado a outros oOrgaos, destaca-se o possivel

subfinanciamento da area e a baixa quantidade de pulmdes considerados viaveis
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para o processo de doacdo (CHANEY et al., 2014; REGISTRO BRASILEIRO DE
TRANSPLANTES, 2024).

Figura 2 - Distribui¢do anual do numero de transplantes pulmonares no Brasil.
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Fonte: modificado de Registro Brasileiro de Transplantes, 2024.

2.1.4 Critérios para doacgao de pulmao

Os critérios atuais de selecado de pulmdes para doagao, baseiam-se ainda
nos direcionamentos desenvolvidos na década de 80. Estes direcionamentos
classificam como doadores de pulméao ideais, aqueles com idade entre 20 e 45
anos; relacdo PaO2/FiO2 superior a 350; sem historico de tabagismo e com
radiografia de torax normal; menos de 5 dias em ventilagdo mecanica;
bacterioscopia sem organismos detectados; auséncia de secregbes na
broncoscopia; e tempo de isquemia menor que 4 horas (CHANEY et al., 2014).

Estes critérios sdo considerados extremamente rigorosos, o que converge
para uma baixa taxa de utilizacdo dos pulmdes doados. Desta forma, tendo em
vista a crescente demanda para o transplante pulmonar, e a escassez de 6rgaos
para doagao, a comunidade cientifica tem expandido os critérios para doagao de
pulmdes, tornando érgéos que eram previamente considerados inviaveis, em
potenciais 6rgados para o transplante (CHANEY et al., 2014; MEYER, 2018;
PEGO-FERNANDES et al., 2011).
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A ampliagao destes critérios, exige, no entanto, diferentes esforgos para
a melhor compreensao e intervencdo frente a possiveis consequéncias
sistémicas originadas a partir do o6rgao doado, cuja selegcdo n&o atendeu
necessariamente a todos os critérios listados. Além disso, tem sido cada vez
mais estudada a correlacdo entre a causa da morte do doador e as repercussdes
para a fungdo do pulmao destinado a doagédo (INCI, 2017; MARSHALL, 2001,
PEGO-FERNANDES et al., 2011).

2.2 MORTE ENCEFALICA

2.2.1 Definigao e epidemiologia

Atualmente, os principais tipos de doagdes aceitas para transplantes se
originam apos evento de parada circulatéria ou apds morte encefalica. Esta
ultima, é responsavel por prover a maioria dos 6rgaos destinados ao transplante,
sendo caracterizada pela perda irreversivel da funcdo cerebral e do tronco
encefalico (CEULEMANS; INCI; VAN RAEMDONCK, 2019; EGAN et al., 2021;
JIMENEZ-CASTRO; GRACIA-SANCHO; PERALTA, 2015; MARSHALL, 2001;
WIJDICKS et al., 2010) (Figura 3).

Apesar de apresentar um baixo numero relativo quando comparado a
outras causas de mortes hospitalares, a incidéncia da morte encefalica vem
crescendo ao longo dos anos, juntamente com a mudanga de seu perfil
epidemiologico (KRAMER; BAHT; DOIG, 2017; PERIS et al., 2019).

Analises obtidas a partir do Healthcare Cost and Utilization Project,
apontam que do ano de 2012 a 2016, os eventos de morte encefalica foram
responsaveis por um entre cada cinquenta obitos hospitalares relatados nos
Estados Unidos, crescendo de 12.575 para 15.405 casos dentro desse mesmo
periodo (SEIFI; LACCI; GODOY, 2020).

O diagnostico precoce do evento de morte encefalica, bem como a
determinacao de suas possiveis causas podem influenciar diretamente o numero
de pulmdes destinados ao processo de doagdo. Nesse sentido, diferentes
centros de pesquisa tém relatado a mudanca do perfil das causas de morte
encefalica ao longo dos anos, com um aumento significativo dos diagndsticos de

lesdo cerebral por anoxia em detrimento do numero de casos por traumatismo
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cranioencefalico (TCE) ou acidente vascular cerebral (AVC) (KRAMER; BAHT;
DOIG, 2017; PERIS et al., 2019).

Quando classificados por causa desencadeadora da morte encefalica, os
doadores de pulmé&o por TCE no Canada (2000-2013) representaram 37% de
todos os casos, enquanto lesdo cerebral por anoxia, AVC e outros motivos,
representaram 26, 32 e 38%, respectivamente (KRAMER; BAHT; DOIG, 2017).

No Brasil, até margo de 2024, o maior responsavel pelo numero de 6bitos
dos doadores de 6rgaos foi 0o AVC, com 519 casos (54%), seguido por TCE (287
casos, 30%), anoxia (63 casos, 7%) e outros (87 casos, 9%) (REGISTRO
BRASILEIRO DE TRANSPLANTES, 2024).

Figura 3 - Numero de doadores de pulméao por ano.
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Fonte: Modificado de EGAN et al., 2021. DME, doacdo apds confirmacgdo de morte encefalica;

DPC, doacéo apds parada cardiocirculatéria.
2.2.2 Complicacdes decorrentes do evento de morte encefalica

Como comentado anteriormente, o processo de morte encefalica é
geralmente causado por eventos de trauma cerebral ou hemorragia
cerebrovascular, que cursam com incremento abrupto ou gradual da presséo
intracraniana (PIC). O inchaco cerebral e do tronco encefalico, juntamente com
o aumento da PIC, favorecerdo a interrupcao da circulagdo a este territorio,
convergindo para isquemia e infarto, e, com isso, prejuizo de fungdes
hemodinamicas, hormonais e inflamatérias (JIMENEZ-CASTRO; GRACIA-
SANCHO; PERALTA, 2015; MARSHALL, 2001; SMITH, 2004).
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Inicialmente, a ocorréncia da isquemia pontina promovera uma
estimulagao sinérgica do sistema parassimpatico e simpatico. Essa estimulagéo
reflexa, conhecida como reflexo de Cushing, é caracterizada por bradicardia,
hipertensdo e alteragcdo do padréo respiratério (Figura 4). Com a progressao
caudal da isquemia em direcdo ao bulbo, havera comprometimento de nucleos
vagais, originadores da estimulagdo parassimpatica, o que favorece a
superposig¢ao da influéncia simpatica (MARSHALL, 2001; NAKAGAWA; TANG,
2011; SMITH, 2004).

O predominio da estimulagado simpatica com subsequente incremento da
concentragcéo plasmatica de diferentes catecolaminas (epinefrina, norepinefrina
e dopamina), intensificara o processo de vasoconstricdo de diferentes leitos
vasculares, convergindo para aumento da resisténcia vascular, taquicardia e
aumento da pressao sanguinea. Finalmente, com a progressao podalica do
processo isquémico, a cadeia paravertebral simpatica € comprometida, o que
pode levar ao choque hipovolémico, e, com isso, hipoperfusdo de multiplos
orgaos (ESSIEN et al., 2017; MARSHALL, 2001; NAKAGAWA; TANG, 2011;
SMITH, 2004).

A abrangéncia do comprometimento funcional, promovido a partir do
processo de morte encefalica, varia de acordo com o 6rgao estudado. Nesse
contexto, os pulmdes apresentam-se menos resistentes as perturbagdes de
perfusdo, e aos insultos isquémicos, quando comparado a outros 6rgaos, o que
podera prejudicar o enxerto destinado ao transplante pulmonar (MICHEL et al.,
2018; MORRISON; PITHER; FISHER, 2017; PORTEOUS; LEE, 2017; SMITH,

2004).
Figura 4 - Reflexo de Cushing.
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2.2.3 Alteragoes pulmonares decorrentes da morte encefalica

Em decorréncia dos eventos listados anteriormente, bem como do
comprometimento direto de estruturas hipotalamicas e hipofisarias, tém sido
correlacionadas ao trauma cerebral extenso e/ou morte encefalica, diferentes
manifestagdes fisiopatoldgicas, variando desde comprometimento miocardico
até disfungcbdes pancreaticas (AVLONITIS et al., 2005; ESSIEN et al., 2017;
SMITH, 2004).

Além dessas, as disfung¢des pulmonares costumam ser bastante relatadas
apos o diagndstico de morte encefalica, como evidenciado por Essien e
colaboradores (2017), ao demonstrarem que 61,7% de todos os pacientes com
critério neurolégico de morte admitidos em um centro de trauma evoluiram com
SARA de grau moderado a severo (ESSIEN et al., 2017; YOUN; GREER, 2014).

Entre os fatores mais atribuidos a lesdo pulmonar apds evento de morte
encefalica destaca-se a sobrecarga simpatica observada durante o incremento
da PIC. A tempestade de catecolaminas e a vasoconstricao sistémica levarao ao
aumento da pressao do atrio esquerdo e deslocamento do volume sanguineo
sistémico para o pulmao, convergindo para aumento da presséo hidrostatica
pulmonar. O incremento drastico da pressao intravascular pulmonar, por sua

vez, favorecera a descontinuidade do endotélio e aumento da permeabilidade
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capilar pulmonar (BUSL; BLECK, 2015; DAVISON; TEREK; CHAWLA, 2012;
SMITH, 2004).

Além da superexcitagao autondmica, fatores como a sobrecarga volémica
durante a ressuscitacdo cardiovascular, poderao intensificar o aumento da
permeabilidade capilar pulmonar, resultando em extravasamento de exsudato
para o espaco alveolar e hemorragia intra-alveolar, observada muitas vezes nas
radiografias de torax como infiltrado alveolar bilateral difuso. Aléem dos padrbes
de edema pulmonar, essas alteragdes fisiopatologicas se manifestam
clinicamente com insuficiéncia respiratéria acompanhada por baixo indice de
oxigenagao (razdo P/F) (BUSL; BLECK, 2015; DAVISON; TEREK; CHAWLA,
2012).

Além das alteragdes hemodinamicas, a morte encefalica podera promover
a circulacgao sistémica de fatores pro-inflamatorios, que ao atingirem os pulmdes,
contribuem ativamente para lesdo do parénquima pulmonar (CATANIA et al.,
2009; KOUTSOUKOU, 2016; MCKEATING; ANDREWS; MASCIA, 1998; OTT et
al., 1994). Corroborando, diversos autores apontam para o aumento da
producgao/liberacao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, bem como
aumento da expressao de fatores nucleares mediadores de inflamagado no
territorio pulmonar apdés evento de morte encefalica. Somados, estes fatores
contribuem para modulagao da expressao de moléculas de adesao, aumento da
permeabilidade vascular pulmonar, e, finalmente, migragdo de leucécitos
(AVLONITIS et al.,, 2005; BELHAJ et al., 2017; COBELENS et al.,, 2010;
CORREIA et al., 2020; KALSOTRA et al., 2007; SIMAS et al., 2020; SKRABAL
et al., 2005; VAN ZANDEN et al., 2020; WAUTERS et al., 2013; WU et al., 2006)
(Tabela 1).

Tabela 1 - Alteracdes inflamatérias do parénquima pulmonar em modelos de lesdo cerebral e

morte encefalica.

LESAO, ANIMAL REPERCUSSAO PULMONAR REFERENCIA
Morte encefalica, rato 1 infiltragdo neutrofilica, CINC-1 e CINC-3no  AVLONITIS et al., 2005
LBA;
1 IL-18 e TNF-a no LBA;
Morte encefalica, porco 1 IL-1B, IL-6 e TNF-a tecidual; SKRABAL et al., 2005
1 ICAM-1, MCP-1 e TGF-B tecidual;
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Hemorragia intracerebral, rato 1 infiltragdo neutrofilica nos espagos WU et al., 2006
alveolares;
1 ICAM-1 tecidual;
Contusao cerebral, rato 1 infiltragdo leucocitaria nas vias aéreas e KALSOTRA et al., 2007
espacos alveolares;
1 LTB4 tecidual;
Hemorragia subaracnéidea, rato 1 MPO tecidual; COBELENS et al., 2010
1 ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina tecidual;
1 MIP-1a, MIP-2, TNF-a e CINC-1 tecidual;

Morte encefalica, camundongo 1 infiltragdo neutrofilica e linfocitaria no LBA;  WAUTERS et al., 2013
1 IL-6 e IL-10 no LBA;
Morte encefalica, porco 1 MPO tecidual; BELHAJ et al., 2017

1 expressao génica para IL-6 na fase inicial
da morte encefalica e de IL-10 e IL-8 na fase
tardia;
1 expressao proteica para HO-1 na fase
inicial da morte encefélica e de HIF-1a e na
fase tardia;
1 areas de apoptose pulmonar;
Morte encefalica, rato 1 infiltragéo leucocitaria no parénquima CORREIA et al., 2020
pulmonar;
1 areas de edema e hemorragia no
parénquima pulmonar;
1 ICAM-1 tecidual;
Morte encefalica, rato 1 infiltragéo leucocitaria no parénquima SIMAS et al., 2020
pulmonar;
1 TNF-a e ICAM-1 tecidual;
| eNOS tecidual;
Morte encefalica, rato 1 expressdo génica para TNF-q, IL-6, VCAM-  ZANDEN et al., 2020
1, MCP-1 e CINC-1 tecidual;

1 neutrdfilos ativados no parénquima

pulmonar;
Morte encefalica, rato 1 infiltragéo leucocitaria no parénquima RICARDO-DA-SILVA et al.,
pulmonar; 2021

1 MIP-1a e CINC-1 tecidual;
1 expressao génica para VCAM e ICAM
tecidual;

1 expressao génica e tecidual de IL-18;

Fonte: Proprio Autor. CINC-1, quimioatraente de neutrdéfilos induzido por citocinas-1; CINC-3,
quimioatraente de neutréfilos induzido por citocinas-3; HIF-1a, fator induzido por hipéxia-1a, HO-
1, heme oxigenase 1; ICAM-1, molécula de adesé&o intercelular-1; IL-1, interleucina 1; IL-10,
interleucina 10; IL-18, interleucina 1B; IL-6, interleucina-6; LTB4, leucotrieno B4; MCP-1,
quimioatraente de mondcitos-1; MIP-1a, proteina inflamatdria de macrofagos-1a; MIP-2, proteina
inflamatéria de macrofagos-2; MPO, mieloperoxidase; TGF-8, fator de crescimento tecidual-g;

TNF-a, fator de necrose tumoral-a.
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2.2.4 Modelos animais de morte encefalica

Estudos epidemiolégicos apontam para o crescente numero de
diagndsticos e mudancga de perfil dos eventos de morte encefalica ao redor do
mundo (KRAMER; BAHT; DOIG, 2017; PERIS et al., 2019; SEIFI; LACCI;
GODOQY, 2020). Em posse desta realidade, frente a questbes éticas e de
logistica, bem como na busca de fatores etiolégicos das complicagbes
associadas ao evento de morte encefalica e seus impactos para a viabilidade
dos potenciais orgaos destinados a doagdo, tornou-se importante o
desenvolvimento de modelos animais de morte encefdlica, para o estudo
prospectivo dos mecanismos patoldgicos, historia natural do evento, na procura
de novos alvos terapéuticos para otimizar o numero de enxertos viaveis, bem
como na reavaliagdo de tratamentos classicos (KOLKERT et al.,, 2007;
PRATSCHKE; NEUHAUS; TULLIUS, 2005; SEIFI; LACCI; GODQY, 2020).

Diversos modelos animais de morte encefalica tém sido utilizados para
estudar o impacto das condi¢gdes patoldgicas deste evento na qualidade do
orgao destinado a doagdo. Nesse sentido, a maioria dos modelos procuram
mimetizar o aumento da PIC e seus efeitos subsequentes, por meio da inser¢cao
e insuflacdo de cateter intracraniano (FLOERCHINGER; TILNEY; TULLIUS,
2013; SANA VILELA et al., 2024; VAN ZANDEN et al., 2020).

Para a confirmacdo do aumento da PIC no estabelecimento da morte
encefalica, diversas linhagens animais podem ser utilizadas, tais como de
macacos, coelhos, ratos e camundongos. Apesar de todos reproduzirem (em
maior ou menor grau) os efeitos da morte encefalica apos insuflagdo do cateter,
os modelos mais bem estudados e difundidos utilizam-se de roedores, seja por
mimetizar sinais e sintomas advindos do aumento da PIC, seja pelo mais facil
acesso e menor custo do modelo (BELHAJ et al.,, 2017; FLOERCHINGER,;
TILNEY; TULLIUS, 2013; KOLKERT et al., 2007; LOPEZ-AGUILAR et al., 2005;
POMPER et al., 2010; VAN ZANDEN et al., 2020).

Diferentes metodologias de morte encefalica podem ser geradas a partir
da insuflagdo do cateter, como o modelo de indug&o gradual, alcangado pela
lenta e gradativa insuflagdo do cateter intracraniano com aumento cadenciado

da PIC (= 30 min.) e o modelo de indug&o abrupta, alcangado pela insuflagéo
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rapida do cateter intracraniano e aumento subito da PIC (= 30-60 seg.)
(KOLKERT et al., 2007; VAN ZANDEN et al., 2020).

Enquanto o modelo de indugdo gradual da morte encefalica reproduz
melhor as alteragdes clinicas que decorrem do aumento lento e progressivo da
PIC, tais como as resultantes de processo hemorragico intracraniano, o modelo
de indugao abrupta mimetiza situagdes de trauma cerebral agudo e extenso. A
metodologia de insuflagdo, por sua vez, ira produzir alteragdes de maior ou
menor amplitude, com o incremento gradual da PIC promovendo alteragbes
hemodindmicas mais brandas durante o periodo apds a insuflagao do cateter, e
a insuflacdo rapida promovendo alteragcbes drasticas com maior
comprometimento do parénquima pulmonar (KOLKERT et al.,, 2007; VAN
ZANDEN et al., 2020).

Apds confirmada pela observacédo do aumento da PIC, auséncia de fluxo
sanguineo encefalico e de reflexos, midriase bilateral e apneia, tem sido descrito
o emprego de diferentes intervalos de tempo na manutengcdo da morte
encefalica. Com as primeiras alteragdes fisiopatoldgicas manifestando-se a partir
de 3 horas apds a inducdo da morte, e devido aos episddios de hipotensao,
necessidade da administragdo de drogas vasoativas e aumento de eventos de
parada cardiocirculatéria, os protocolos mais amplamente utilizados sao os de 4
a 6 horas, com as dificuldades para manutencado do sistema cardiovascular
aumentando proporcionalmente com o tempo decorrido apds a insuflagdo do
cateter (BELHAJ et al., 2017; KOLKERT et al., 2007; LOPEZ-AGUILAR et al.,
2005; POMPER et al., 2010; VAN ZANDEN et al., 2020; WAUTERS et al., 2013).

2.3 PNEUMONITE ASPIRATIVA

2.3.1 Definicao e epidemiologia

Além dos processos deletérios relacionados diretamente aos eventos de
morte encefalica, outros fatores contribuem para o baixo numero de 6rgéos
considerados viaveis para o transplante. Entre estes fatores, destaca-se a
pneumonite ocasionada por aspiragao de conteudo gastrico (MEERS et al.,
2010; PUNCH et al., 2007).
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A pneumonite aspirativa € definida como les&o pulmonar aguda (LPA)
decorrente de inalagdo de conteudos orofaringeos ou gastricos para o interior do
trato respiratério inferior, e € ocasionada por complicagdes associadas a
anestesia geral, TCE, AVCs, além de outras condicbes que cursam com
alteragdo do estado de consciéncia (MARIK, 2001; RAGHAVENDRAN et al.,
2011).

O carater silencioso da aspiragdo de conteudo gastrico e a baixa
especificidade de marcadores bioquimicos, dificultam o rastreamento e
padronizacdo das condutas terapéuticas associadas a pneumonite aspirativa.
Apesar disso, estudo prospectivo realizado por Metheny et al. (2006) demonstrou
que a maioria (88,9%) dos pacientes criticos participantes apresentaram ao
menos um episodio aspirativo. Esses episédios impactam diretamente na
qualidade dos 6rgéos destinados a doagado, como apontam Meers et al. (2010),
ao demonstrarem que em seu centro transplantador, a aspiragao de conteudo
gastrico esteve em quarto lugar entre as principais causas de n&o aceitagao dos
pulmdes doados.

2.3.2 Alteragoes pulmonares decorrentes do evento de aspiracao de

conteudo gastrico

A aspiracdo de conteudo gastrico resulta em injuria do epitélio da arvore
traqueobronquica e parénquima pulmonar, convergindo para intensa
pneumonite quimica. Esta injuria apresenta um comportamento bifasico, onde
as primeiras duas horas apds a aspiragao sao marcadas pela estimulacdo de
neurbnios sensiveis a capsaicina e agbes diretas do baixo pH no epitélio
respiratorio. A segunda fase, por sua vez, geralmente ocorre entre o intervalo de
4 a 6 horas, e é caracterizada por infiltracdo neutrofilica para o interior dos
alvéolos e intersticio. Estes fatores combinados favorecerdo a liberacdo de
diferentes mediadores inflamatérios, expressdo de moléculas de adesdo e
intensa liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (KENNEDY et al.,
1989; MARIK, 2001; RAGHAVENDRAN et al., 2011).

Os eventos acima listados levam a perda de integridade da
microvasculatura pulmonar, com comprometimento da fungdo do surfactante e

extravasamento de exsudato para o interior dos alvéolos e vias aéreas,



42

resultando em deterioragdo da mecanica e fungao pulmonar (FOLKESSON et
al., 1995; MARIK, 2001; NADER-DJALAL et al., 1998).

As repercussdes pulmonares da aspiragdo de conteudo gastrico mais

recorrentes na literatura sao detalhadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Repercussdes pulmonares associadas aos modelos de aspiragao de conteudo

gastrico.

LESAO, ANIMAL

REPERCUSSAO PULMONAR

REFERENCIA

Instilagcao de acido cloridrico, rato

Instilagcao de acido cloridrico, rato

Instilagao de acido cloridrico, rato

Instilacao de acido cloridrico, coelho

Instilagao de acido cloridrico, rato

Instilacao de acido cloridrico, rato

Instilagao de acido cloridrico e/ou

conteudo gastrico, rato/coelho

Instilagao de acido cloridrico, rato

Instilagao de acido gastrico, porco

Instilagao de acido cloridrico, rato

Instilagao de acido gastrico, porco

Instilagao de acido cloridrico,

camundongo

1 permeabilidade pulmonar;
1 neutrdfilos e eritrécitos intra-alveolares
tecidual;
1 permeabilidade pulmonar;
1 proteina total no LBA;
1 edema pulmonar;
1 permeabilidade pulmonar;
1 atividade de proteases no LBA;
1 diferenga arterio-alveolar de oxigénio;
1 PIP;
1 edema pulmonar;
1 IL-8 no LBA;
1 EROs e TBARS tecidual;

1 permeabilidade pulmonar;
| razdo P/F;
1 infiltragéo neutrofilica;
1 expressao de MIP-2 tecidual e no LBA,;
1 permeabilidade pulmonar;
| razao P/F;
1 razéo peso pulmao/peso corporeo;
1 proteina total no LBA;
| Csta;
1 resisténcia vascular pulmonar;

1 edema pulmonar;

1 infiltragéo leucocitaria no LBA apds 4 h da

instilagao;

1 IL-6, MIP-2 e IL-10 no LBA a partirde 4 h

da instilagao;
| pO2 sistémico;

| perfuséo pulmonar;
| VC e Cdyn;
| razao P/F;

| expresséo de ECA2 tecidual;
1 edema pulmonar;
1 elastancia e resisténcia pulmonar;

1 score de lesdo pulmonar;

(KENNEDY et al., 1989)

(GOLDMAN et al., 1990)

(KNIGHT et al., 1992)

(FOLKESSON et al., 1995)

(NADER-DJALAL et al., 1998)

(DAVIDSON et al., 1999)

(SHANLEY et al., 2000)

(PUIG et al., 2016)

(NAKAJIMA et al., 2017)

(SETZER et al., 2018)

(ABDELNOUR-BERCHTOLD
etal., 2022)
(MINATO et al., 2022)
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1 IL-14, IL-6 e TNF-a tecidual;
1 CXCL1, CXCL2 e CXCL10 tecidual;

Fonte: Préprio Autor. EROs, espécies reativas ao oxigénio; TBARS, substancias reativas ao
acido tiobarbiturico; PIP, pressao inspiratéria de pico; IL-8, interleucina 8; IL-6, interleucina 6;
MIP-2, proteina inflamatdria de macrofagos-2; IL-10, interleucina 10; Csta, complacéncia
estatica; VC, volume corrente; Cdyn, complacéncia dindmica; razao P/F, razdo PaO2/FiOz; LBA,
lavado broncoalveolar; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2; IL-18, interleucina 18; TNF-
a, fator de necrose tumoral-a; CXCLA1, ligante de quimiocina 1; CXCL2, ligante de quimiocina 2;

CXCL10, ligante de quimiocina 10.

2.3.3 Modelos animais de pneumonite aspirativa

Com base no comentado, e tendo em vista o carater silencioso dos
eventos aspirativos que contribuem para a LPA, tornou-se importante o
desenvolvimento de modelos animais que simulem a fisiopatologia das
diferentes etapas associadas a pneumonite aspirativa, bem como o
desenvolvimento de biomarcadores e novos alvos ou condutas terapéuticas que
reduzam o numero de pulmdes rejeitados por LPA associada a aspiragédo de
conteudo gastrico (RAGHAVENDRAN et al., 2011; SETZER et al., 2018).

Diversos modelos e linhagens animais de pneumonite aspirativa tém sido
utilizados para o estudo desta condicdo na qualidade do 6rgéo destinado a
doacédo. Os estudos concentram-se em simular os efeitos isolados da aspiragao
de acido, de particulas alimentares gastricas, ou mesmo pela combinacéo
desses dois fatores (RAGHAVENDRAN et al., 2011).

Nesse sentido, diferentes metodologias podem ser geradas a partir da
instilacao intratraqueal de acido cloridrico (HCI). Estas costumam considerar o
pH, concentragdo, volume da solugdo e/ou tempo de acompanhamento apds
estabelecimento do modelo. De maneira geral, os estudos administram solugdes
de HCI a 0.1N com pH ajustado entre 1 — 2, em volumes que variam de 1 a 4
mL/kg (CHIMENTI et al., 2020; KENNEDY et al., 1989; MARIK, 2001; REISS;
UHLIG; UHLIG, 2012; SETZER et al., 2018).
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A instilagcdo de acido no interior das vias aéreas costuma ser
acompanhada por sintomas transientes de piloere¢ao e taquipneia, com baixo
indice de mortalidade (SETZER et al., 2018). As lesbes induzidas, por sua vez,
apresentam efeito bifasico, com as primeiras manifestagdes fisiopatologicas
manifestando-se a partir das primeiras horas pés-instilagdo (RAGHAVENDRAN
et al., 2011). Corroborando, Setzer e colaboradores (2018) apontam para
reducdo da perfusdo e aumento do edema pulmonar a partir dos primeiros
momentos pos-instilagdo, com consequente reducdo de funcido pulmonar.
Passadas algumas horas (24 a 168) da administragdo do acido estes parametros
tendem a retornar para os valores prévios a injuria. Em contrapartida, o
reestabelecimento da funcdo pulmonar costuma ser acompanhado por
leucocitose tardia, bem como por incremento nos niveis de citocinas teciduais e
no lavado bronco-alveolar (LBA) (MARIK, 2001; RAGHAVENDRAN et al., 2011;
SETZER et al., 2018).

2.4 DISFUNCAO PRIMARIA DO ENXERTO (DPE)

2.4.1 Fisiopatologia da DPE

2.4.1.1 Lesao por isquemia-reperfusdo na DPE

Os fatores que convergem para o desencadeamento da morte encefalica,
bem como as repercussdes fisiopatoldgicas associadas a progressao temporal
dessa condigéo, infligirdo ao enxerto pulmonar multiplos fatores deletérios. Além
da relagdo com o tipo/causa do 6bito, as condigdes nas quais o enxerto pré-
transplante estara submetido, tais como tempo de ventilagdo mecanica invasiva
e formas de suprimento e armazenamento dos pulmdes, contribuirdo para o
desenvolvimento da disfungdo primaria do enxerto (DPE) (DE PERROT et al.,
2003; MORRISON; PITHER; FISHER, 2017; PORTEOUS; LEE, 2017).

Caracterizada pela manifestagdo de baixo indice de oxigenagao (razao
PaO2/FiO2 ou P/F) e presenga de infiltrado inflamatério bilateral consistente com
edema pulmonar de origem n&o cardiogénica, a DPE € uma forma de les&o
pulmonar aguda que ocorre nas primeiras horas apos a reperfusdo do enxerto,
estando associada a uma alta taxa de morbimortalidade na populagao
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transplantada (Tabela 3) (DIAMOND et al., 2013; MORRISON; PITHER;
FISHER, 2017; PORTEOUS; LEE, 2017; SHAH; DIAMOND, 2018; SNELL et al.,
2017).

Segundo o Consenso de 2016 da Sociedade Internacional para o
Transplante de Coragao e Pulméo (ISHLT), a severidade da DPE varia entre trés
principais graus (Tabela 3) e deve ser acessada em quatro tempos distintos (TO,
T24, T48 e T72 horas), contados a partir do inicio da reperfusdo do pulméo
transplantado (SNELL et al., 2017).

Tabela 3 - Definigao e graus de severidade da DPE segundo a Sociedade Internacional para o

Transplante de Coragéo e Pulm&o (2016).

Graus de severidade da DPE da Sociedade Internacional de
Transplante de Coragao e Pulméo (2016)

GRAU EDEMA PULMONAR NO RAIO-X RAZAO PIF
DPE grau 0 Nao Qualquer
DPE grau 1 Sim > 300
DPE grau 2 Sim 200 a 300
DPE grau 3 Sim <200

Fonte: Adaptado de SNELL et al., 2017. DPE, disfungéo primaria do enxerto.

Apesar de convencionalmente graduados a partir do inicio da reperfuséo
do pulmao, os mecanismos deflagradores da DPE iniciam-se ainda durante o
periodo isquémico no qual o enxerto estara submetido. Somados, estes dois
eventos protagonizam a resposta oxidativa e inflamatéria observada na lesao por
isquemia-reperfusdo (LIR), e constituem a base vigente da etiologia da DPE
(MORRISON; PITHER; FISHER, 2017; PORTEOUS; LEE, 2017).

A interrupgédo da perfusdo sanguinea durante o processo de captagéo,
armazenamento e preparo do enxerto para o transplante pulmonar favorecera o
estabelecimento de evento isquémico, com subsequente hipoxia tecidual. A
diminuicdo ou mesmo a deplegdo dos niveis de oxigénio, juntamente com a
auséncia de estimulo mecanico nas paredes dos vasos pulmonares, contribuirao

para geragado de EROs a partir de macréfagos alveolares, células endoteliais e
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outras células imunoldgicas (DE PERROT et al., 2003; DEN HENGST et al.,
2010; HAMILTON et al.,, 2017; MORRISON; PITHER; FISHER, 2017;
PORTEOUS; LEE, 2017).

Com a reducdo do estresse de cisalhamento na parede dos vasos
pulmonares, o estabelecimento da hipdxia tecidual e a consequente reducao dos
niveis de adenosina trifosfato (ATP), havera o fechamento de canais de potassio
sensiveis ao ATP. Localizados na membrana das células endoteliais, esses
canais regulam o potencial de membrana dessas células, e, uma vez na
conformacao fechada, diminuem o efluxo de K*. O aumento da concentracéo
desse cation e a despolarizacdo de membrana decorrentes desse processo,
favorecerao o aumento da expressao/atividade da enzima NADPH oxidase, com
subsequente aumento da produgdo de EROs (DE PERROT et al., 2003; DEN
HENGST et al., 2010; MORRISON; PITHER; FISHER, 2017; PORTEOUS; LEE,
2017).

A deplecdo dos niveis de ATP ira contribuir, ainda, para diminuigdo do
potencial de membrana das mitocondrias, permitindo o escape de ions Ca?*,
deflagracao de processo apoptotico e produgédo de radicais livres. Somadas a
essas duas fontes de EROs e a produgao a partir de macréfagos alveolares, o
evento isquémico promovera ainda conversido da enzima xantina desidrogenase
(localizada no endotélio pulmonar e pneumdécitos do tipo 1) em xantina oxidase,
prejudicando a conversdo normal de hipoxantina (molécula final da quebra do
ATP) em acido urico, resultando no aumento do conteudo de espécies reativas
(DE PERROT et al., 2003; MORRISON; PITHER; FISHER, 2017; PORTEOUS;
LEE, 2017).

Além das EROs, as células endoteliais e macrofagos irdo participar ainda
da regulacdo da atividade de diferentes enzimas, proteases e fatores proé-
inflamatorios durante a fase isquémica, tais como: fator nuclear kB (NF-«xB) e
citocinas pro-inflamatoérias (IL-8; [L-12; IL-18; TNF-a). A ativagdo dos
componentes citados, promovera, em ultima instancia, aumento da expresséo
de moléculas de adesdo de superficie nas células endoteliais pulmonares
(CD18; ICAM-1; P-selectina), contribuindo para a adesao leucocitaria durante a
fase de reperfusdo (DE PERROT et al.,, 2003; DEN HENGST et al., 2010;
HAMILTON et al., 2017; MORRISON; PITHER; FISHER, 2017; PORTEOUS;
LEE, 2017).
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Com o reestabelecimento da perfusdo do enxerto isquémico, havera
recrutamento massivo de neutrofilos, que convergirdo para prolongamento da
resposta oxidativa e inflamatodria (liberagdo de citocinas, elastases e proteases)
do territério pulmonar, que juntamente com a sinalizagdo das plaquetas e a baixa
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), contribuirdo para o dano da vasculatura
pulmonar, representados pelo aumento de resisténcia e da permeabilidade
vascular pulmonar (DE PERROT et al., 2003; MORRISON; PITHER; FISHER,
2017; PORTEOUS; LEE, 2017).

A alteragdo dos gradientes pressoricos transmurais e o aumento de
permeabilidade da microvasculatura contribuem para formacdao de edema
intersticial, com consequente comprometimento do processo de hematose e da
funcdo pulmonar, observados através da diminuicdo no indice de oxigenacéo,
aumento do espago morto ventilado, do trabalho elastico (diminuigdo da
producdo de surfactante por comprometimento de células alveolares do tipo Il),
dentre outros (DE PERROT et al., 2003; MORRISON; PITHER; FISHER, 2017;
PORTEOUS; LEE, 2017) (Figura 5).

Figura 5 - Alteragbes fisiopatolégicas durante a lesédo por isquemia-reperfusdo

pulmonar.
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Fonte: Adaptado de DEN HENGST et al., 2010. Elaborado com BioRender.com. EROs, espécies
reativas de oxigénio; NF-kB, fator nuclear-kB; NO, o6xido nitrico; LIR, lesdo por isquemia-

reperfusdo; RVP, resisténcia vascular pulmonar; Puvasc, permeabilidade microvascular.
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2.4.2 Modelos animais de isquemia-reperfusao

Com o objetivo de mimetizar as alteragdes bioquimicas, celulares e
moleculares observadas durante o desenvolvimento da DPE, tem sido proposto
o desenvolvimento de diferentes metodologias e modelos animais que simulam
o evento de isquemia-reperfusao pulmonar. Essas simulagdées envolvem desde
experimentos in vitro até modelos ortotdpicos de transplante pulmonar (LAMA et
al., 2017).

Nesse contexto, varios autores tém avaliado o comportamento de
diferentes células do territorio pulmonar a hipdxia aguda, seguida pela rapida
reintroducdo de oxigénio nas culturas celulares. Apesar da possibilidade de
avaliar o comportamento das células em ambiente controlado e de baixo custo,
0s ensaios in vitro ndo contemplam os multiplos fatores sistémicos e locais
associados a LIR (LAMA et al., 2017; MCCOURTIE et al., 2008; SHARMA et al.,
2007; WOJCIAK-STOTHARD; TSANG; HAWORTH, 2005).

Desta maneira, modelos que consideram diferentes componentes da LIR
passaram a ser estudados e propostos, como os modelos in vivo de oclusao hilar
unilateral e o modelo ortotépico de transplante pulmonar. Apesar de sua
complexidade, o modelo de transplante pulmonar € preferivel visto a melhor
representacdo dos eventos precoces antigeno-independentes, e pela
possibilidade de estudar a evolucido temporal dos efeitos da isquemia fria sobre
o enxerto pulmonar (ABDELNOUR-BERCHTOLD et al., 2022; ISKENDER et al.,
2018; LAMA et al., 2017; OHSUMI et al., 2020; SAITO et al., 2020; WANG et al.,
2021).

Inicialmente descrita nos anos 70, a metodologia de transplante pulmonar
em ratos passou a ser amplamente utilizada, visto o baixo custo quando
comparado a modelos animais de maior porte e devido a possibilidade do uso
de linhagens isogénicas. Apesar de suas dificuldades, e com o advento da
técnica dos cuffs desenvolvida por Mizuta e colaboradores (1989), o modelo
ortotopico tem permitido menores tempos de isquemia quente, boa funcédo do
enxerto apos o transplante e reprodutibilidade da técnica (MIZUTA et al., 1989;
ZHAI et al., 2008) (Figura 6A).
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A despeito dos avangos conquistados, diversos autores vém propondo
alteragdes da técnica de transplante em ratos, objetivando desde a facilitagéo
durante o implante dos cuffs até a coleta de dados e melhora da ventilagdo do
pulméo transplantado (GUO et al., 2013; SANTANA RODRIGUEZ et al., 2011;
TIAN et al., 2020; ZHAI et al., 2008). Nesse sentido, De Perrot e colaboradores
(2005) propuseram a ventilagdo independente do enxerto pulmonar, visto que
quando associada ao pulmdo nativo, a funcdo pulmonar poderia ser
contralateralmente compensada e as analises de mecanica pulmonar, falseadas.
Além disso, a ventilagdo de ambos os pulmdes dificulta a coleta de amostras,
como do lavado bronco-alveolar (LBA), e os ajustes individualizados para o
pulmé&o transplantado (DE PERROT et al., 2005) (Figura 6B).

Figura 6 - Modelo ortotépico de transplante pulmonar em ratos.

A) B)

&

Cuff

A) Técnica dos cuff's para anastomose; B) Posigao do pulmao esquerdo e da traqueia do doador
para reperfusdo e ventilagdo independente do pulmao transplantado. Fonte: Adaptado de DE
PERROT et al., 2005; SANTANA RODRIGUEZ et al., 2011. AP, artéria pulmonar; VP, veia

pulmonar.

2.5 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (SRA)

Ao longo dos anos, a participagao dos diferentes componentes do sistema
renina-angiotensina (SRA) tem recebido grande atenc&o, devido sua
contribuigdo chave no processo patogénico da injuria pulmonar, seja na
modulag¢do da resposta inflamatoria, oxidativa, fibrética ou pressora (GEARA et
al., 2009; NATAATMADJA et al., 2014).

O SRA esta presente em multiplos sistemas e 6rgaos, e consiste em duas
principais vias, uma classica e uma protetora (Figura 7). A via classica &
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responsavel pela formagado de angiotensina Il (Ang Il), a partir do precursor
renina e da conversao de angiotensina | em Ang Il pela enzima conversora de
angiotensina (ECA). Este octapeptideo exerce inumeras atividades bioldgicas,
grande parte delas mediadas pelos receptores para angiotensina do tipo |
(AT1R). Além de regular os niveis pressoricos de diferentes leitos vasculares, a
Ang Il atua, também, como mediador pro-inflamatorio e fibrotico (LIU et al., 2009;
QARADAKHI et al., 2020; SANTOS et al., 2018).

Corroborando, diversos autores relacionam o aumento da atividade do
SRA com o comprometimento associado a vasculopatia do enxerto cardiaco e
renal, além de sua participagdo na LPA em pacientes submetidos ao transplante
pulmonar, que, devido ao incremento prematuro dos niveis plasmaticos e/ou
teciduais de Ang I, acompanhados por incremento da atividade relacionada ao
NF-xB, TNF-a, e da adeséo e infiltragdo leucocitaria no parénquima pulmonar,
podera favorecer o remodelamento patologico das células epiteliais
bronquiolares, e, com isso, a DPE (ANTUS et al.,, 2006; LIU et al., 2009;
NATAATMADJA et al., 2014; YOUSUFUDDIN; YAMANI, 2004; ZHAO et al.,
2018).

A via ndo classica (eixo protetor) do SRA, por sua vez, compreende a
conversdo da Ang Il em Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] pela ECA isoforma 2
(ECA2), esta enzima é responsavel ainda pela formagao de Angiotensina-(1-9)
[Ang-(1-9)] e pela producdo de alamandina. Estes peptideos tém apresentado
diferentes efeitos vaso e cardioprotetores, seja por atuar indiretamente,
diminuindo a biodisponibilidade de Ang Il, ou por ag&o direta em seus respectivos
receptores (MasR, AT2R e MrgD), favorecendo a regulagédo do tébnus miogénico
e do processo de remodelamento vascular (DE SOUZA-NETO et al., 2018;
QARADAKHI et al., 2020; SANTOS et al.,, 2018; SCHLEIFENBAUM, 2019;
SIMOES E SILVA et al., 2013).

Antes de comentar os efeitos destes peptideos no sistema pulmonar, é
importante ressaltar, que, ha cerca de 20 anos n&o havia sequer evidéncias
sobre a expressdao de ECA2 nos pulmdes (DONOGHUE et al., 2000).
Atualmente, no entanto, existem fortes evidéncias da expressédo desta enzima
tanto por células epiteliais de vias aéreas, como por células alveolares do tipo |
e do tipo Il, fibroblastos, macrofagos alveolares e por células do endotélio
pulmonar (ZHANG,; LI; NIU, 2020).
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Nesse sentido, diversos estudos tém apontado o papel central da ECA2
na fisiopatologia das doengas cerebrovasculares, pulmonares e na fungdo do
endotélio pulmonar, como confirmado por algumas das evidéncias a seguir: 1) o
aumento da expressao/atividade da ECA2 atenua a producdo de EROs e o
comprometimento encefalico em modelo animal de isquemia cerebral; 2)
pacientes com fibrose pulmonar idiopatica apresentam menor expressao de
ECA2 em biopsia pulmonar; 3) modelos animais de fibrose pulmonar induzida e
hipertensdo pulmonar estao associados com diminui¢gao da atividade da ECAZ2;
4) animais knockout para ECA2 exibem SARA; 5) animais knockout para o
receptor Mas da Ang-(1-7) apresentam maior agravamento da resposta
inflamatoria observada na asma crénica; 6) o aumento da expresséo/atividade
da ECA2 atenua a producdo de citocinas inflamatorias, e reduz o efeito
vasoconstritor, proliferativo e fibrotico promovidos por modelo animal de
hipertensao pulmonar; 7) o desequilibrio entre o eixo classico (ECA/Ang II/AT1R)
e o protetor (ECA2/Ang-(1-7)/MasR) do SRA durante o desenvolvimento da
COVID-19 favorece o estabelecimento de disfungéo pulmonar; 8) B38-CAP, uma
carboxipeptidase semelhante a ECA2 derivada de bactérias, apresentou efeito
anti-inflamatério e potencializador da fungdo pulmonar em modelo de LPA
induzida por sepse e aspiragao de conteudo gastrico (FERREIRA et al., 2009;
LANZA et al., 2020; MAGALHAES et al., 2016; MINATO et al., 2022; SIMOES E
SILVA et al., 2013; VALLE MARTINS et al., 2021; YAMAZATO et al., 2009;
ZHANG,; LI; NIU, 2020; ZHENG et al., 2014).

Figura 7 - Diagrama esquematico dos eixos classico (vermelho) e protetor (verde) do sistema
renina-angiotensina (SRA) no pulmé&o.
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Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2018. Elaborado com BioRender.com.; ECA, enzima
conversora de angiotensina; ECA2, enzima conversora de angiotensina 2; APA, aminopeptidase
A; APN, aminopeptidase N; PRCP, prolil endopeptidase; PCP, prolilcarboxiendopeptidase; NEP,
endopeptidase neutra; PEP, prolil endopeptidase; CP, carboxipeptidase; AP, aminopeptidase;
Dcase, decarboxilase; THOP, thimet oligopeptidase; Ang I, angiotensina I; Ang Il, angiotensina
II; Ang-(1-7), angiotensina-(1-7); AT1R, receptor para Ang Il tipo 1; MasR, receptor para Ang-(1-
7).

2.5.1 Ativadores do eixo protetor do SRA

A partir do comentado, e com o redirecionamento das hipoteses acerca
do papel da ECA2 no processo fisiopatolégico pulmonar, novas abordagens
experimentais preventivas e terapéuticas passaram a ser estudadas, como a
administragdo de Ang-(1-7) e alamandina, que apresentam resultados eficazes
na reducéo de citocinas inflamatérias, de fatores de crescimento relacionados
ao processo fibrético e diminuigdo da infiltragdo celular em diferentes patologias
de origem respiratéria (CAO et al., 2019; DE CARVALHO SANTUCHI et al.,
2019; EL-HASHIM et al., 2012; FERREIRA et al., 2009; MAGALHAES et al.,
2015; MAGALHAES et al., 2018; SANTOS et al., 2018; SHENOQY et al., 2010;
SIMOES E SILVA et al., 2013).
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Além da utilizagdo de produtos finais do eixo protetor do SRA, tem sido
proposta a utilizagdo de ativadores da ECAZ2, tais como a xantenona (XT) e o
aceturato de diminazeno (DIZE), na regulacdo de processos patologicos
pulmonares (DHAWALE et al., 2016; FANG; GAO; LIU, 2019).

Descrito em 1955, o DIZE € um composto aromatico de diamidina com
peso molecular de 515.52 g/mol, cor amarelada e com a seguinte estrutura
quimica Ci4H1sN7 - 2C4H7NO3 (Figura 8). Utilizado inicialmente como
medicamento antiparasitario, o DIZE tem despertado atencdo de diferentes
grupos de pesquisa, devido seus efeitos estimulatorios sobre a ECA2
(QARADAKHI et al., 2020; VELKOSKA; PATEL; BURRELL, 2016).

Além dos cardioprotetores, os efeitos do DIZE na prevengao/tratamento
de complicagbes respiratorias ja demonstrados, incluem: atividade anti-
inflamatoria e anti-fibrética em modelo experimental de asma (DHAWALE et al.,
2016); efeito hipotensor e de potencializagdo da fungéo de células progenitoras
angiogénicas em modelo de hipertensdo pulmonar (SHENOY et al., 2013); efeito
anti-inflamatério e antioxidante em modelo de injuria pulmonar induzida por
hiperoxia, envolvendo a inibicdo da via NF-xkB (FANG; GAO; LIU, 2019); efeito
inibitorio na transic&o epitélio-mesenquimal em modelo animal de silicose (LI et
al., 2020); e mais recentemente apresentou efeito pneumoprotetor em modelo
de oclusao hilar unilateral, envolvendo a inibicdo da via da ADAM-17 (WANG et
al., 2021).

Figura 8 - Estrutura quimica do aceturato de diminazeno (DIZE).

Fonte: VELKOSKA; PATEL; BURRELL, 2016.
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JUSTIFICATIVA

3 JUSTIFICATIVA

Apesar do aumento progressivo do numero de diagnosticos de morte
encefalica ao longo dos anos e a ampliagdo dos critérios para indicagédo ao
transplante pulmonar, os institutos especializados vém observando um aumento
exponencial do numero de pacientes em listas de espera, bem como a
estagnacdo do numero de orgaos disponiveis para o transplante. Entre os
possiveis motivos para os eventos listados estdo as mudangas do perfil
epidemiologico e a deficiéncia na padronizagdo no diagndstico da morte
encefalica, além dos eventos de aspiracdo de conteudo gastrico associado a
este evento (CHAMBERS et al., 2017; KRAMER; BAHT; DOIG, 2017; MARIK,
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2001; PERIS et al, 2019; RAGHAVENDRAN et al, 2011; REGISTRO
BRASILEIRO DE TRANSPLANTES, 2023).

Visto que os diferentes eventos deflagradores da morte encefalica e da
pneumonite aspirativa impactam de maneira particularizada o enxerto pulmonar,
e correlacionam-se diretamente com os eventos de DPE, torna-se salutar o
investimento nestas areas de conhecimento, objetivando a maior compreensao
dos eventos fisiopatoldgicos associados ao transplante pulmonar, para alcance
de melhores prognaosticos e terapéuticas no tratamento da DPE, e, com isso, na
sobrevida pés-transplante (CHAMBERS et al., 2017; KRAMER; BAHT; DOIG,
2017; MEERS et al., 2010; PERIS et al., 2019).

Assim sendo, diversas estratégias preventivas tém sido avaliadas,
objetivando a redugéo do dano oxidativo, inflamatorio e vascular causados pela
LIR, e, consequentemente, a diminui¢do na incidéncia da DPE (MORRISON;
PITHER; FISHER, 2017; PORTEOUS; LEE, 2017).

No arsenal das terapias farmacologicas estudadas estio inclusos agentes
antioxidantes, antiplaquetarios, inibidores de citocinas, estabilizadores
endoteliais, mediadores anti-inflamatdrios, inibidores de vias apoptéticas, dentre
outros. Apesar dos avancgos, a prevencdo da DPE por meio destes agentes &
limitada, devido ao perfil multifatorial desta disfungdo. Desta forma, a utilizacao
preventiva de farmacos com maior espectro de atuagao, atuando em diversas
vias desencadeadoras da DPE, tém sido sugerida (ABREU et al., 2014; ADATIA
et al.,, 1994; AIGNER et al., 2018; ALMEIDA et al., 2016; INCI et al., 2007;
PORTEOUS; LEE, 2017; SCHOSSLEITNER et al., 2015; STONE et al., 2015).

Nesta perspectiva, tendo em vista a participacdo dos diferentes
componentes do SRA no processo patogénico da injuria pulmonar, o presente
projeto propds estudar a hipétese de que a ativagdo da ECA2 durante o manejo
da morte encefalica e ao longo da preservagao hipotérmica estatica do enxerto
previne o estabelecimento da lesdo pulmonar aguda associada ao transplante

pulmonar.
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OBJETIVOS

4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da ativagdo da ECA2 na prevencao da lesao pulmonar
aguda (LPA) em modelo experimental de transplante pulmonar unilateral.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS



59

Avaliar a atividade e a concentracdo dos componentes do sistema
renina angiotensina (SRA) no modelo experimental de transplante
pulmonar unilateral em ratos;

Estudar os efeitos da ativacdo da ECA2 sobre as propriedades
mecanicas e resistivas do sistema respiratorio, trocas gasosas e
alteragdes morfologicas pulmonares associadas a LPA;

Analisar o possivel efeito anti-inflamatério da ECA2 na LPA induzida
no modelo experimental de transplante pulmonar unilateral em ratos;
Avaliar a ECA2 como moduladora do desequilibrio redox em pulmdes

de ratos submetidos ao transplante pulmonar unilateral em ratos;
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MATERIAL E METODOS

5 MATERIAL E METODOS

Pesquisa experimental, longitudinal e descritiva, realizada no periodo
vigente do doutorado em Cirurgia Toracica e Cardiovascular, no Instituto do
Coracao da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo — FMUSP,
Laboratorio de Pesquisa em Cirurgia Toracica (LIM61) e na University Health
Network (Latner Thoracic Research Laboratories).
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5.1 ANIMAIS

Foram utilizados para os experimentos ratos Lewis (Rattus norvegicus)
machos, pesando entre 300 — 400 gramas, provenientes do biotério da
Universidade de Campinas (UNICAMP) e do Toronto General Research Institute
(UHN). Os animais foram mantidos sob condigdes de controle de temperatura
(22-24°C) e ciclo claro-escuro (12/12 horas), com agua e ragao ad libitum.

Os aspectos éticos do trabalho foram contemplados e aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA/USP (numero de registro:
1532/2020) e pelo Animal Care Committee — AUP/UHN (numero de registro:
#6858.0).

5.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Foi avaliado o papel da ativagdo da ECA2 na prevencdo da lesao
pulmonar agudar (LPA) associada ao evento de morte encefalica ou pneumonite
aspirativa, seguidas por transplante pulmonar unilateral a esquerda nos animais

receptores.

5.2.1 Estudo | — Modelo de morte encefalica + transplante pulmonar

Com o objetivo de avaliar os potenciais beneficios fisiolégicos da ativagao
da ECAZ2 durante o manejo dos doadores de morte encefalica, foram conduzidos
experimentos de captagao e transplante pulmonar em roedores (Figura 9). Para
tanto, os animais foram distribuidos aleatoriamente através de sorteio nos

seguintes grupos experimentais:

1) Controle (grupo CTR): Grupo de animais que foram submetidos a
ventilagdo mecénica controle previamente ao transplante. Apds este
periodo, foi a realizada a extragdo do bloco cardiopulmonar e realizagao
do transplante unilateral a esquerda, seguido de reperfusao por 2 horas
(n=8).

2) Morte encefalica (grupo ME): Grupo de animais que foram

submetidos ao processo de morte encefalica, tratados com solug¢ao salina
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a 0.9% (2 mL; via i.p; 3 horas apos a indugdo da morte encefalica) e
mantidos em ventilagdo mecanica por 6 horas. Apos este periodo, foi
realizada a extracdo do bloco cardiopulmonar e a realizacdo do
transplante unilateral a esquerda, seguido de reperfusdo por 2 horas
(n=8).

3) Aceturato de diminazeno (grupo DIZE): Grupo de animais que foram
submetidos ao processo de morte encefalica, tratados com DIZE (15
mg/kg™; Cat. D770, Sigma-Aldrich; via i.p; 3 horas apds a indugdo da
morte encefalica) e mantidos em ventilagdo mecanica por 6 horas. Apos
este periodo, foi realizada a extragdo do bloco cardiopulmonar e a
realizag&o do transplante unilateral a esquerda, seguido de reperfusao por
2 horas (n=8).

Figura 9 - Desenho experimental do estudo I.

44 R ————©
)\
Randomizados O
"k r -l
(n=8)
ME ‘—. (sn)
L
Etapa Doador (15 mo/ke)

Etapa Receptor

| Reperfusio 12h
LTx Andlises

Receptor

Fonte: Elaborado com BioRender.com.; CTR, controle; ME, morte encefalica; S.S., solucdo
salina; DIZE, aceturato de diminazeno; D, pulmao direito; E, pulmao esquerdo; LT, transplante

pulmonar.

5.2.1 Estudo Il — Modelo de pneumonite aspirativa + transplante

pulmonar

Para avaliar o efeito da ativacdo da ECA2 no recondicionamento da LPA
associada a aspiracao de acido, foram realizados experimentos de captacéo e

transplante pulmonar em roedores (Figura 10). Apds a exposigdo do bloco
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cardiopulmonar, os pulmdes previamente lesionados por acido foram

randomizados nos seguintes grupos experimentais:

1) Transplante imediato (grupo MinCIT): Pulmdes previamente
lesionados por modelo de aspiracdo, que receberam lavagem
anterograda com solugao de preservagao, e que foram mantidos em gelo
(0 — 4°C) pelo tempo necessario (70 £ 18 min) para preparo cirurgico
imediato do animal receptor e implante do pulm&o (n=5).

2) Solugdo de preservacdo (grupo Controle): Pulmdes previamente
lesionados por modelo de aspiracdo, que receberam lavagem
anterograda com solugcdo de preservagédo, e que foram mantidos em
preservacdo hipotérmica estatica por 12 horas a 10°C em “cooler’
termoelétrico. Apds o periodo de preservacéo, foi realizado o transplante
unilateral a esquerda, seguido de reperfusdo por 2 horas (n=5).

3) Solugéao de preservagao + aceturato de diminazeno (grupo DIZE):
Pulmdes previamente lesionados por modelo de aspiracdo, que
receberam lavagem anterograda com solugdo de preservagao
enriquecida com o ativador da ECA2 (DIZE; Cat. D770, Sigma-Aldrich; 0.1
mM), e que foram mantidos em preservagao hipotérmica estatica por 12
horas a 10°C em “cooler” termoelétrico. Apds o periodo de preservacgao,
foi realizado o transplante unilateral a esquerda, seguido de reperfuséo
por 2 horas (n=5).

4) Solugcao de preservagdo + angiotensina-(1-7) [grupo Ang-(1-7)]:
Com o objetivo de avaliar os efeitos da administragao do produto final do
eixo protetor do SRA, foi incluido um grupo de pulmdes previamente
lesionados por modelo de aspiracdo, que receberam lavagem
anterograda com solucéo de preservagao enriquecida com angiotensina-
(1-7) [Ang-(1-7); 0.22 nM; Cat#4006081, Bachem], e que foram mantidos
em preservagao hipotérmica estatica por 12 horas a 10°C em “cooler”
termoelétrico. Apds o periodo de preservacéo, foi realizado o transplante
unilateral a esquerda, seguido de reperfusdo por 2 horas (n=5).

Figura 10 - Desenho experimental do estudo Il.
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Fonte: Elaborado com BioRender.com.; HCI, solugédo de acido cloridrico; LPA, lesdo pulmonar
aguda; MinCIT, transplante imediato com curto periodo de isquemia fria; DIZE, aceturato de

diminazeno; Ang-(1-7), angiotensina-(1-7).

5.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os animais foram anestesiados em camara fechada com isoflurano a 5%
e submetidos a intubacdo orotraqueal e ventilagdo mecéanica através de
ventilador para roedores (Harvard Apparatus, modelo 683). O suporte anestésico
foi mantido com isoflurano a 2-3%.

Com os animais posicionados em decubito dorsal em placas
aquecedoras, a artéria e a veia femoral direita foram canuladas, utilizando
cateter confecionados com perfusor infantil e dispositivo periférico intravenoso
(24-gauge) preenchidos com solugdo salina heparinizada (500 IU/mL) e
inseridos delicadamente com auxilio de microscopio esteroscopico (Zeiss,
modelo Stemi 508). O catéter da artéria femoral direita foi conectado a um
monitor (Dixtal, DX2021, Brasil) para registro da press&o arterial média (PAM).
A veia femoral foi utilizada para infus&do de liquidos durante todo o procedimento.

5.3.1 Modelo experimental de morte encefalica

Apos intubagao orotraqueal, os animais foram posicionados em decubito
ventral para a realizagdo da trepanacéo craniana (executada através de uma
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broca motorizada) e insercdo de um cateter Fogarty-4F (Edwards Lifescience
LLC, Irvine, CA, USA), conforme previamente descrito (NEPOMUCENO et al.,
2024). A efetiva indugdo da morte encefalica foi realizada através da rapida
insuflagao do cateter com 500uL de solugao salina (0,9%). A morte encefalica foi
confirmada pela observagao do pico hipertensivo, auséncia de reflexos, midriase
bilateral e apneia. Apds a indugdo da morte encefalica a anestesia foi suspensa
e o animal foi mantido em ventilagdo mecanica (FiO2 de 21%, pressao positiva
expiratoria final - PEEP de 3 cmH20, 10 mL/kg e 60 ciclos/min) por 6 horas. Apos
este periodo o pulmao esquerdo foi preparado para o transplante, seguido de 2
horas de reperfusao.

5.3.2 Modelo experimental de pneumonite aspirativa

Apos intubacgao orotraqueal, os animais foram posicionados em decubito
dorsal para a realizagao da instilacédo do acido, conforme previamente descrito
(SETZER et al., 2018). A instilagdo foi realizada através da administracao
gradual de solugao de HCI (4 mL — 0.1N), seguida por ventilagdo mecanica em
decubito dorsal por 3 minutos (FiO2 de 50%, pressao positiva expiratoria final -
PEEP de 2 cmH20, 10 mL/kg e 60 ciclos/min) objetivando melhor distribuicado da
solugdo instilada. Em seguida, os animais foram decanulados e mantidos em
ventilacdo espontanea por 4 horas. Apds este periodo o pulmao esquerdo foi
preparado para o transplante, seguido por 2 horas de reperfusao.

5.3.3 Extracao do bloco cardiopulmonar

Ainda em posic¢ao dorsal, foi infundida heparina (400-500 USP) na veia
cava abdominal. Subsequentemente, foi realizada uma toracotomia com
ressecgado do esterno e abertura radial do diafragma. Através da timectomia o
coragao foi exposto, procedendo com ventriculotomia direita adjacente a artéria
pulmonar, secgao da veia cava inferior, e ventriculo esquerdo longitudinalmente
na ponta. A lavagem pulmonar anterdgrada foi realizada com 30 mL de solugao
de preservacgao (Perfadex®, Vitrolife Goteborg, Suécia), através de uma canula

introduzida na artéria pulmonar. Ja no Estudo Il os pulmdes foram lavados com
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20 mL de solugao de preservagao contendo 10 ug/mL de prostaglandina E1
suplementada ou nao com DIZE e Ang-(1-7) a temperatura ambiente.

A solugao de preservagao foi administrada por gravidade a partir de um
reservatorio posicionado 20 cm acima do coragao, com drenagem espontanea
do efluente pela ventriculotomia esquerda. Ao término da lavagem, a traqueia foi
ligada com um fio abaixo da cénula, e a extragdo pulmonar foi realizada. O bloco
cardiopulmonar foi removido em capacidade pulmonar total.

Finalmente, o pulmao esquerdo foi preparado sobre gelo para o implante
por meio de adaptacao da técnica dos “cuffs”. Para isso foram posicionados cuffs
(16-gauge) na artéria e veia pulmonar e uma canula rigida (14-gauge) na
traqueia do animal doador, confeccionados a partir de cateteres intravenosos
(DE PERROT et al., 2005; MIZUTA et al., 1989). Para o Estudo I, o cuff foi
posicionado no brénquio fonte esquerdo (14-gauge) (Figura 11).

Figura 11 - Técnica dos cuffs utilizada para implante do enxerto.

TRAQUEIA

B)

A) Cuffs confeccionados a partir de cateteres intravenosos. Os sulcos foram feitos para fixagéo
dos fios 7-0. B) Isolamento das estruturas do hilo pulmonar para inser¢do dos cuffs. C) Cuffs
posicionados nas estruturas do doador (Estudo Il). VP, veia pulmonar; AP, artéria pulmonar;

BFE, bronquio fonte esquerdo. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.4 Modelo experimental de transplante pulmonar

No Estudo | os animais receptores foram anestesiados da mesma forma
que os doadores (ver item 5.3), enquanto no Estudo Il os animais receptores
foram anestesiados por meio de injecao intraperitoneal de cetamina (60 mg/Kg)
e xilazina (6 mg/Kg). Em seguida, os animais receberam intubagéo orotraqueal
e foram mantidos em decubito lateral direito para subsequente toracotomia
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esquerda por meio de incisdo no 5° espaco intercostal. Apds a dissecgao e
clampeamento das estruturas hilares com o auxilio de microscopio (Zeiss,
modelo Stemi 508), o enxerto foi posicionado sobre o pulméo nativo e o implante
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 fixagdo das estruturas com fio monofilamentar (7.0). Este mesmo
procedimento foi realizado para a veia, além do brénquio esquerdo no caso do
Estudo Il (MIZUTA et al., 1989). A traqueia do pulmé&o transplantado no Estudo |
foi conectada a um segundo ventilador (Harvard Apparatus, modelo 683) com os
seguintes parametros: FiO2 de 100%, 4 mL/kg e 80 ciclos/min (DE PERROT et
al., 2005) (Figura 12).

A seguir, o clamp da veia pulmonar foi aberto e em seguida o clamp da
artéria retirado, seguido a perfusao gradual do enxerto.

Figura 12 - Técnicas para o implante dos enxertos.

A) Isolamento das estruturas hilares do animal receptor para insergao do enxerto pulmonar. B)
Transplante pulmonar unilateral esquerdo com ventilagdo independente do enxerto (Estudo ).
C) Transplante pulmonar unilateral esquerdo com cuff do bronquio esquerdo implantado nas
estruturas hilares nativas do receptor (Estudo Il). VPR, veia pulmonar receptor; APR, artéria

pulmonar receptor; BFER, brénquio fonte esquerdo receptor. Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.4.1 Reperfusdo no animal receptor

O periodo de reperfusdo comegou a ser contado apds a abertura da
artéria pulmonar e comec¢o da perfusdo do pulm&o recém implantado. A



68

reperfusdo durou 2 horas, tempo necessario para observacao dos primeiros
marcadores associados a DPE (SNELL et al., 2017). O animal ficou sob indugao
anestésica durante todo o protocolo. Apds este periodo foi coletado o sangue da
veia pulmonar para as analises de fungdo do enxerto e o lado esquerdo do

pulmé&o foi removido para estudo.

5.4 ANALISES DE FUNCAO PULMONAR

5.4.1 Efetividade da troca gasosa

Amostras de sangue arterial dos animais doadores foram coletadas por
meio do acesso a artéria femoral (ver item 5.3). Para o Estudo I, as amostras
foram coletadas imediatamente ao final do processo de morte encefalica. No
Estudo Il as amostras foram coletadas 4 horas apdés a administracao
intratraqueal da solu¢ao de HCI.

Nos animais receptores, as amostras foram coletadas (agulha, 27-gauge)
diretamente da veia pulmonar esquerda apds 2 horas de reperfuséo, a partir dos
pulmdes transplantados. Em seguida, amostras de tecido foram coletadas,
congeladas em nitrogénio e armazenadas a -80°C ou fixadas para analise
histologica.

5.4.2 Analise da mecanica pulmonar

A mecanica ventilatoria dos animais foi avaliada somente durante o
Estudo [. Para tanto, os parametros dos doadores foram mensurados
imediatamente ao final do processo de morte encefalica. Para os receptores, a
ventilagdo do enxerto pulmonar isolado (caixa toracica aberta) foi mantida a uma
frequéncia de 80 ciclos/min, um volume corrente de 4 mL/kg, com limitagao de
presséo a 30 cmH,0O, e uma PEEP de 3 cmH,O (Adaptado de DE PERROT et
al., 2005), sendo avaliados imediatamente apos o implante (basal) e ao final do
protocolo do transplante pulmonar.

As analises foram realizadas pelo ventilador FlexiVent (flexiVent®,

SCIREQ, Montreal, Canada). Este ventilador foi controlado por um computador,
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capaz de intercalar a ventilagdo mecéanica com uma variedade de manobras
(perturbagdes) com pressao e volume controlados para obter medidas precisas
e reprodutiveis de mecanica respiratéria (Figura 13). Os animais doadores foram
ventilados a uma frequéncia de 60 ciclos/min, um volume corrente de 10 mL/kg,
com limitag&o de presséo a 30 cmH,O, e uma PEEP de 3 cmH,0.

Os dados foram coletados através de um software especifico flexiWare?7,
permitindo a analise, a visualizagao de graficos da ventilagdo e o arquivamento

dos dados.

Figura 13 - Esquema mostrando animal vs. ventilador vs. software.

E Ventilador Mecanico

Sistema de Aquisi¢cio
de Dados

Fonte: SCIREQ, Montreal, Canada.; PEEP, pressao positiva ao final da expiragao; P, pressao

no cilindro; Pao, pressao de abertura das vias aéreas.

5.4.2.1 Medida dos parametros do modelo de fase constante

Para a obtengao da impedancia do sistema respiratério foi aplicada uma
perturbacao (quick-prime) que consiste na imposi¢gdo de um fluxo de ar com
amplitude correspondente a soma de senoides de frequéncias entre 1,00 a 20,5
Hz, conforme ilustrado na figura 14. A partir dessas perturbacdes foram obtidos

os valores de resisténcia newtoniana (R,), resisténcia tecidual (G), elastancia

tecidual (H) e histeresividade (n).

Figura 14 - Tragados ilustrativos das perturbagdes “quick-prime”.
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Fonte: SCIREQ, Montreal, Canada.; A) Grafico: volume x tempo durante a manobra quick-prime;
B) Grafico: pressédo na via aérea x tempo durante a manobra quick-prime.; Vol, volume; Pao,
pressao de abertura das vias aéreas.

5.4.2.2 Curva Pressao-Volume

Para obtencdo dos pontos da curva de pressao-volume, a pressao na

traqueia foi elevada até 30 cmH,O em intervalos igualmente espacados de

pressdo preé-estabelecidos, com registros dos valores de volume de platd
correspondentes a essas pressodes (Figura 15). O mesmo procedimento, com
decrementos na pressao, foi realizado para a obtencdo do ramo expiratorio da
curva.

Figura 15 - Tragados ilustrativos das curvas pressao-volume.

A . B)

Fonte: SCIREQ, Montreal, Canada.; A) Press&o no cilindro x tempo na construgéo da curva PV.
B) Volume x tempo na construgédo da curva PV.; Vol volume no cilindro. Volao: volume na via

aérea.

5.4.2.3 Protocolo experimental
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Apoés a conexdo do animal ao ventilador conforme descrito previamente,
foram transcorridos cinco minutos para acomodagao do animal, verificacdo de
possiveis vazamentos, obstru¢des e corregcdes do posicionamento em relagao
ao ventilador.

Na primeira etapa do protocolo, apos o periodo de estabilizacdo, foram
realizadas 3 perturbacdes “deep inflation”, utilizadas para determinacdo da
capacidade inspiratéria (Cl). Apds estas manobras ventilatorias, foram
realizadas 3 perturbagdes “quick-prime”, utilizadas para determinacdo dos
parametros do modelo de fase constante (R, G, H).

Na segunda etapa do experimento, foram realizadas uma sequéncia de 3
curvas Pressédo vs. Volume (Curva PV), que proporcionou as medidas da
complacéncia estatica (Cst), capacidade inspiratoria (C/) e a area sob a curva.

O parametro para o critério de exclusdo dos dados foi COD < 0.9.

5.5 ANALISE DA RAZAO PESO UMIDO/SECO

Para analise da relacédo peso umido/seco, o lobo caudal do pulmé&o direito,
originario do animal doador, e sua por¢ao correspondente (apds secgédo) do
pulmao esquerdo, utilizado como enxerto no animal receptor, foram utilizados.
Ja para o Estudo Il, o tergo superior do enxerto pulmonar foi coletado apds
reperfusdo pulmonar. O peso umido (mg) foi avaliado primeiro. Em seguida o
tecido foi armazenado em estufa (3 dias/80°C) antes de ter seu peso seco (mg)

mensurado. A razdo U/S foi calculada como peso umido/peso seco.

5.6 DOSAGEM DE CITOCINAS NO TECIDO PULMONAR

Depois de homogeneizado, o tecido pulmonar foi utilizado para
quantificacdo dos niveis de citocinas inflamatdrias. Para tanto, foram realizados
testes de ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Os ensaios
seguiram as instrugbes do fabricante. Estudo I: TNF-a (Cat. RAB0480; Sigma-
Aldrich), IL-1B (Cat. RAB0278; Sigma-Aldrich), IL-6 (Cat. RAB0312; Sigma-
Aldrich) e IL-10 (Cat. RAB0246; Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). Estudo II: TNF-a
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(Cat#RTAO00-1; R&D Systems), IL-13 (Cat#RLB00-1; R&D Systems) e IL-8 (Cat.
Cat#MBS9141543; MyBioSource).

5.7 MARCADORES REDOX NO TECIDO PULMONAR

Depois de homogeneizado em tampao PBS (do inglés, Phosphate-
buffered Saline), o tecido pulmonar 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 (SIM CHOl et al., 2006). A atividade da superoxido dismutase
(SOD) foi medida monitorando a inibicao da auto-oxidagdo da adrenalina (Cat.
No. E4642, Sigma-Aldrich) em um comprimento de onda de 480 nm
(BANNISTER; BANNISTER; ROTILIO, 1987). A atividade da catalase (CAT) foi
medida pela taxa de diminuigdo das concentragdes de peroxido de hidrogénio
(Cat. No. 102329854, Sigma-Aldrich) monitoradas a 240 nm (AEBI, 1984). Como
indice de dano oxidativo induzido pela peroxidacéo lipidica, utilizamos o método
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Cat. No. T5500, Sigma-
Aldrich) para analisar produtos de malondialdeido (MDA) durante uma reagao de
aquecimento acido monitorada a 532 nm, conforme descrito anteriormente
(DRAPER; HADLEY, 1990); MDA, Estudo Il (Kit de ELISA; Cat#KTE100650,
Abbkine).

5.8 COMPONENTES DO SRA E ATIVIDADE DA ECA2 NO TECIDO
PULMONAR

A quantificacédo de Ang Il (Cat. ELK1400; ELK Biotechnology) e Ang-(1-7)
(Cat. ELK7677; ELK Biotechnology) durante o Estudo I, foi realizada pelo método
de ELISA. Os ensaios seguiram as instrugcdes do fabricante. A atividade da ECA2
foi detectada por espectrofotometria. O tecido pulmonar foi previamente diluido
em meio contendo tamp&do ECA/ECA2Z e a taxa de ativagdo enzimatica foi
monitorada conforme as instru¢des do fabricante (Cat. MAK377, Sigma-Aldrich).
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5.9 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA PULMONAR

Para avaliacdo histopatologica pulmonar, amostras de tecido pulmonar
foram lavadas com solugéao fisiologica a 4°C e fixados em formaldeido 10% por
24 horas. Em seguida, os fragmentos foram colocados em caixetas perfuradas
e mantidas em etanol 70% até a inclusdo em blocos de parafina.

O processo de parafinizacao foi realizado pelo processador automatico de
tecido Histoquine (Jung-Histokinette2000 Leica, Nussloch, Alemanha), com
duragao aproximada de 14 horas. O processo foi iniciado pela desidratagcao dos
tecidos em concentragdes progressivas de alcool (alcool 50%, alcool 70%, alcool
96% (2 banhos)), alcool absoluto (2 banhos), seguido para diafanizagéo, e
passagem dos tecidos em uma solugdo de alcool absoluto + xilol e xilol (3
banhos), sendo entdo imersos em parafina fundida a 60°C. O material
parafinizado foi incluido em blocos e permaneceu em temperatura ambiente.

Os blocos de parafina foram cortados em microtomo (Reichert Yung
Supercut 2065 Leica, Nussloch, Alemanha) com navalhas descartaveis. As
secgdes, com espessura entre 3 e 4 um, foram aderidas em laminas previamente
revestidas por Silano 2% (Sigma Chemical CO, St. Louis, EUA). As laminas com
os cortes permaneceram em estufa (Fabbe-Primar, S&o Paulo, Brasil) a 60°C
por 2 horas e em seguida foram armazenadas em temperatura ambiente.

Para a coloragéo por hematoxilina e eosina (H&E), apds desparafinizagéo,
as laminas foram deixadas, aproximadamente, uma hora em temperatura
ambiente. Em seguida, foram imersas em hematoxilina (previamente filtrada)
durante 10 minutos e, posteriormente, lavadas em agua corrente. Apos 10
minutos de lavagem, as laminas foram imersas em eosina, por 3 minutos. Apds
esse periodo foram fixadas com acido acético, desidratadas e montadas com
laminulas com meio permanente Permount (Fisher Chemical, Pittsburgh, EUA).

Os cortes histolégicos foram avaliados para presenga de LPA. O grau de
lesdo pulmonar foi determinado usando um sistema de graduagao previamente
descrito (ABDELNOUR-BERCHTOLD et al.,, 2022). Os principais critérios
usados para a avaliagdo do escore de lesdo pulmonar foram: infiltracdo de
células brancas sanguineas, exsudatos de fibrina, hemorragia alveolar e

congestdo capilar. A severidade de cada parametro foi marcada como: O,
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ausente; 1, leve; 2, moderado; 3, severo. A combinagdo dos escores dos 4

parametros foram avaliadas para cada animal.

5.10 AVALIACAO DE MARCADOR PARA MORTE CELULAR

Objetivando avaliar o processo de apoptose celular (Estudo Il), laminas
histologicas brancas foram coradas com deoxinucleotidil terminal transferase
(TUNEL; do inglés, deoxynuleotide transferase-mediated deoxy uridine
triphosphate nick-end labeling; Roche Diagnostics Gmb). Cortes histologicos
foram contrastados com DAPI e montado com meio de montagem fluorescente
(IHC-World, Cat#E19-18). Todas as laminas coradas com TUNEL foram
digitalizadas usando um scanner de laminas inteiras para Fluorescéncia (Axio
Scan.Z1, Carl Zeiss Microscopy Gmbh). As células positivas para TUNEL foram
entdo quantificadas utilizando software de analise de imagem (HALO Image
Analysis Software, Pelkin Elmer) e expressas como uma percentagem do total

de células (Figura 16).

Figura 16 - Quantificagdo do processo de apoptose celular no parénquima pulmonar apés

transplante.

HALO Image Analysis Software destacando células intensamente coradas por método de TUNEL

(em vermelho). Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.11 IMUNOHISTOQUIMICA

A imunohistoquimica (IHQ) foi realizada nas secg¢des de parafina (4 um)
de amostras de tecido do Estudo I. Brevemente, todos os cortes foram
embebidos em parafina, desparafinizados e reidratados. As secg¢des foram
incubadas com anticorpo primario anti-Nrf2 (1:100) 4°C durante a noite. A
coloragao IHQ foi realizada por meio de anticorpo secundario marcado com HRP
(Spring) e método do complexo estreptavidina-biotina. O reagente de
desenvolvimento de cor DAB (Spring) foi usado como cromoégeno. A
hematoxilina foi realizada para o contra corante.

O resultado da IHQ foi analisado por meio do software Image Pro-Plus
6.0. O aumento de vezes da expressdo de Nrf2 em diferentes grupos em
comparagao a marcagao controle foi calculado seguindo a formula: Aumento de
vezes no Grupo X (%) = Valor de cor no Grupo X/Valor de cor no Controle *
100%.

5.12 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA

A expressao génica mitocondrial foi avaliada usando um kit customizado
RT2 PCR para ratos (CLAR51094; Qiagen) que inclui genes para biogénese
(PPARG, PPARGCc1A, PPARGc1B e TFAM), fusdao mitocondrial (MFN1, MFN2 e
OPA1), fissdo mitocondrial (MFF e FIS1) e mitofagia (PARK2 e PINK1).

Seguindo os protocolos do fabricante, o RNA foi convertido em cDNA
(Cat#330404, RT2 SYBR Green qPCR Master Mix, Qiagen). Os valores de Ct
foram analisados usando o software de analise de dados de PCR Qiagen RT2
Profiler. Os genes foram normalizados usando a média geométrica dos genes
“Housekeeping” ACTA1 e ACTG1.

5.13 ANALISE DOS DADOS E ESTATISTICA

Os resultados estdo expressos como meédia + erro padrdo da média
(E.P.M.). Os graficos foram produzidos e analisados estatisticamente pelo

software GraphPad Prism 8. Foram considerados estatisticamente significantes
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os resultados que apresentarem probabilidade de ocorréncia da hipdtese nula
menor que 5% (p<0,05). Para comparac¢éao de dois grupos foi realizado o teste t
de Student. Para mais de dois grupos experimentais, foi utilizado o teste ANOVA
seguido por analises post-hoc, conforme apropriado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ESTUDO | - A ATIVAGAO DA ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA 2 (ECA2) REDUZ O PROCESSO INFLAMATORIO E O
ESTRESSE OXIDATIVO EM MODELO DE MORTE ENCEFALICA SEGUIDO
POR TRANSPLANTE PULMONAR EM RATOS.

6.1.1 O estabelecimento do modelo animal de morte encefalica

resulta no comprometimento da fungao pulmonar do doador.

Com o objetivo de avaliar o impacto da ativagdo da ECA2 no manejo dos
doadores de morte encefalica, foi utilizado um modelo animal de indugao
abrupta. 3 horas apds a indugdo da morte encefdlica, os animais foram
randomizados para tratamento com ativador da ECA2. Ao final do protocolo, o
pulmdo esquerdo foi captado e em seguida transplantado. Um terceiro grupo
avaliando condigdes controle foi incluido (Figura 9).

O peso dos animais foi similar entre todos os grupos (CTR: 354 £ 1; ME:
356 £ 10 vs. DIZE: 354 £ 9 g; p = 0.97). Para realizagao da lesao encefalica, um
cateter foi inserido e insuflado no interior da cavidade intracraniana, promovendo
um aumento abrupto da PIC, seguido por elevagao rapida e transitéria da PAM
(ME: 169 £ 3.7; DIZE: 170 £ 9.1 vs. CTR: 110 + 0.5 mmHg; p = 0.0004; Figura
17A). Apos o estabelecimento da morte encefalica, os animais doadores foram
estabilizados e mantidos em ventilagdo mecanica por um periodo de 6 horas,
com as avaliagdes in vivo sendo realizadas imediatamente antes da extracdo do
bloco cardiopulmonar. Apesar da elevagéo inicial da PAM, ndo foram observadas
diferencas significativas nos niveis pressoéricos dos diferentes grupos ao long do
protocolo de morte encefalica (ME: 74 + 7; DIZE: 68 + 9 mmHg; vs. CTR: 100 £
4.5 mmHg; p = 0.13).

A razdo P/F nos animais controle apresentaram valores de 427 + 21
mmHg, reduzindo para valores de aproximadamente 290 + 28 mmHg apos o
protocolo de morte encefalica. No entanto, o tratamento dos doadores com o
ativador da ECA2 promoveu melhora significativa da oxigenagao (499 + 69
mmHg) comparada com o grupo ME (p = 0.01; Figura 17B). A Tabela 4 apresenta

outras variaveis gasomeétricas e metabdlicas estudadas.
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Finalmente, objetivando avaliar as possiveis alteragées na populacao de
células brancas sanguineas apos evento de morte encefalica, foi realizada a
contagem total de leucdcitos. Passadas 6 horas da indugdo da morte encefalica,
houve diminuicdo do numero total de leucdcitos tanto para o grupo ME (Basal:
263,1 + 14,08 vs. Final: 132,6 + 12,42 mm?3; p=0.0003), quanto para o grupo DIZE
(Basal: 244,8 + 27,96 vs. Final: 113,8 + 13,62 mm?; p=0,0006), porém nao

apresentando diferenca estatistica entre eles.

Figura 17 - O estabelecimento do modelo animal de morte encefalica resulta no

comprometimento da funcdo pulmonar do doador.

A) Pressao Arterial Média B) Razao P/F
I suflacao
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A) Presséo arterial média (PAM) registrada em diferentes momentos (basal até 6 horas) em ratos
submetidos a morte encefalica. B) Razéo P/F (como um indice de oxigenagéo). Os valores estao
expressos como média + erro padrdo da média (n = 7-8). Os grupos foram testados através da
analise de variancia (One ou Two-way ANOVA) com pods-teste de Sidak ou método de Student-

Newman-Keuls, conforme apropriado. Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4 - Caracteristicas gasométricas e metabdlicas de ratos controle e submetidos a morte

encefalica.

Grupo/Parametros CTR (n=7-8) ME (n=6-8) DIZE (n=5-8) Valor-p
pH 7.51 £ 0.011 7.45 +0.03 7.44 +0.02 0.11
PaOz, mmHg 92.29 £ 3.73 64.97 + 7.61 104.9+14.5 0.012
PaCO2, mmHg 28.07 +£1.29 25.03 +2.93 22.62+2.6 0.26
SatO2, % 97.5+0.48 90 + 3.76 97.2+0.9 0.03°
Hct, % 34.43 £ 1.63 29.86 + 1.48 30.2+1.1 0.07
Lactato, mg/dL 1.48 £ 0.1 1.71+0.28 23103 0.004¢

HCOs, mg/dL 23.09+£0.7 17.2 £ 0.60 17.43 + 1 <0.0001¢
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Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média e os grupos foram testados
através da analise de variancia (One-way ANOVA) com pos-teste de Tukey considerando um
valor de p<0,05 como estatisticamente significante. 2 significa a diferenga entre o grupo DIZE e
o ME. ® significa a diferenga do grupo ME quando comparado ao grupo CTR e DIZE. ¢ significa
a diferenga entre o grupo DIZE e o grupo CTR. ¢ significa a diferenga entre o grupo CTR quando
comparado ao grupo ME e DIZE. pH, potencial hidrogenidénico; PaO, pressdo arterial de
oxigénio; PaCO:, presséo arterial de didxido de carbono; SatO., saturagdo de oxigénio; Hct,

hematdocrito; HCOs', bicarbonato. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.1.2 A ativagao da ECA2 durante o manejo dos doadores de morte

encefalica melhora a qualidade do enxerto.

A morte encefalica € associada com altera¢gdes deletérias do parénquima
pulmonar que levam ao comprometimento da funcdo e mecanica pulmonar.
Logo, foram avaliados diferentes parametros de ventilagdo mecanica ao final das
6 horas de protocolo. Quando comparado com os demais grupos, a ativagao da
ECA2 durante o manejo da morte encefalica promoveu um aumento da
complacéncia do sistema respiratorio (CTR: 0.64 + 0.01; ME: 0.61 £ 0.01; DIZE:
0.76 £ 0.05 mL/cmH20; p = 0.02), acompanhado por redugcédo da resisténcia
tecidual (CTR: 0.40 + 0.02; ME: 0.41 £ 0.01; DIZE: 0.25 £ 0.03 cmH2O/s/mL; p =
0.01) (Tabela 5).

Em seguida, para confirmar a efetividade da intervengéo proposta nesse
trabalho, avaliou-se a atividade da ECAZ2 no tecido pulmonar. Como esperado, a
administragdo do DIZE, aumentou significativamente a atividade da ECA2
comparado com o grupo CTR e ME (CTR: 0.1 £ 0.01, ME: 0.07 £ 0.01, DIZE: 0.6
+ 0.14 pmol/min/mg; p = 0.0003; Figura 18A). Além disso, a analise da razéo
peso umido/seco revelou que os pulmdes com alta atividade de ECA2 também
apresentavam um menor indice de edema pulmonar comparados com o grupo
ME (DIZE: 1.7 £ 0.05 vs ME: 2 £ 0.07; p = 0.05; Figura 18B).

Analises histolégicas do tecido pulmonar revelaram que os pulmdes
submetidos as condi¢gbes da morte encefalica apresentavam maiores sinais de
injuria pulmonar comparado com o grupo CTR (CTR: 2.2 £ 0.1; ME: 3.2 £ 0.3;
DIZE: 3 £ 0.2; p = 0.008; Figura 18C,E). Apesar de n&o reduzir o escore de lesao

pulmonar, e corroborando com os achados da razdo peso umido/seco, a



81

ativacao da ECAZ2 foi capaz de reduzir o edema perivascular do tecido pulmonar
(CTR: 11.4 £0.7; ME: 15.7 + 1; DIZE: 10.7 + 1.3 ym?; p=0.006; Figura 18D).

Por fim, a expressdo de Nrf2 foi avaliada, tendo em vista seu papel
fundamental na regulac&o das enzimas antioxidantes, e, consequentemente, na
protecdo contra as EROs. Nesse sentido, as analises do tecido pulmonar
mostraram uma maior expressao de Nrf2 no grupo DIZE quando comparado aos
outros grupos (CTR: 97 £ 12; ME: 120 = 24; DIZE: 248 + 48 % de
imunomarcacéo; p = 0.03; Figura 18F,G).

Tabela 5 - Valores de mecanica pulmonar em ratos controle e submetidos a morte encefalica.

Grupo/Parametros CTR (n=9) ME (n=5) DIZE (n=4) Valor-p
Cl, mL 13.04 £ 0.42 13.13+£0.84 14.34 £ 1.29 0.46
Rrs, cmH>0.s/mL 0.14 £ 0.01 0.14 £ 0.01 0.12+0.03 0.67
Ers, cmH.O/mL 1.56 + 0.03 1.62 £ 0.03 1.40 £ 0.06 0.022
Crs, mL/cmH>0 0.64 +0.01 0.61+£0.01 0.71+£0.03 0.01@
Ry, cmH>0.s/mL 0.07 + 0.006 0.06 + 0.01 0.05 +0.01 0.41
G, cmH0O/s/mL 0.40 £ 0.02 0.41£0.05 0.25+0.03 0.01@
H, cmH>0/mL 1.64 £ 0.09 1.48 £ 0.02 1.64 £ 0.09 0.52
Histeresividade 0.26 £ 0.01 0.25+0.01 0.17 £ 0.02 0.022
Cst, mL/cmH20 1.16 £ 0.03 1.15+0.05 124 +0.13 0.67

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média e os grupos foram testados
através da analise de variancia (One-way ANOVA) com pos-teste de Tukey considerando um
valor de p<0,05 como estatisticamente significante. 2 significa a diferenca entre o grupo DIZE em
comparagao com os grupos CTR e ME. CI/, capacidade inspiratoria; Rrs, resisténcia do sistema
respiratorio; Ers, elastancia do sistema respiratério; Crs, complacéncia do sistema respiratorio;
Rn, resisténcia newtoniana; G, resisténcia tecidual; H, elastancia tecidual; Cst, complacéncia

estatica. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18 - A ativagdo da ECA2 durante o manejo dos doadores de morte encefalica melhora a

qualidade do enxerto.
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A) Atividade da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) no homogeneizado pulmonar de
ratos controle e submetidos a morte encefalica. B) Alteragéo do peso pulmonar apds evento de
morte encefalica. C) Escore de lesdo pulmonar (valores arbitrarios). D) Edema perivascular. E)
Fotomicrografias de segmentos pulmonares de ratos corados com H&E. CTR: ratos controle
apenas submetidos a extragéo do bloco cardiopulmonar; ME: ratos induzidos a morte encefalica;
DIZE: ratos induzidos a morte encefalica e tratados com DIZE. F,G) Expresséao fator nuclear
eritréide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) a partir de marcagéo imuno-histoquimica de cortes
histolégicos de pulmdes de ratos controle e submetidos a morte encefalica (objetiva de 40x;
escala - 1000 um). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (n = 3-8).
Para dados com distribuicdo normal foi aplicado One-way ANOVA com pos-teste de Tukey, ja
para os nao paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para
analise de multiplas comparagdes. Foi considerado um valor de p<0,05 como estatisticamente

significante. Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.1.3 A ativagcdo prévia da ECA2 durante o manejo da morte
encefalica ndao se traduz em melhora da fungao do enxerto pés-

transplante.

Apos o periodo de acompanhamento da morte encefalica, foi realizada a
extragdo do bloco cardiopulmonar, objetivando o preparo do enxerto para o
transplante pulmonar. As caracteristicas basais dos animais receptores e os
fatores operat6rios foram similares entre os 3 grupos estudados (Tabela 6).

Apoés o implante, os animais receptores foram monitorados por 2 horas,
tempo relacionado a reperfusdo do enxerto pulmonar. Este € um ponto critico
para a avaliagdo da LIR (SNELL et al., 2017). Ao final do periodo de reperfuséao,
nao foram observadas diferengas na razdo P/F (CTR: 239 = 67; ME: 163 * 51,
DIZE: 206 + 44; p = 0.82; Figura 19A) acessada a partir da veia pulmonar ou na
presséao inspiratéria de pico (PIP) entre os grupos (CTR: 27 + 1; ME: 26 £ 2.6;
DIZE: 28 + 0.3 cmH20; p = 0.51; Figura 19B). A Tabela 7 apresenta outras
variaveis gasomeétricas e metabdlicas estudadas.

A ativagao prévia da ECA2 durante o manejo da morte encefalica tende a
prevenir o edema pulmonar apos a reperfusdo (ME: 2.5 + 0.1 vs. DIZE: 2 + 0.1;
p = 0.06; Figure 19C). Nao foram observadas diferengas significativas no escore
de lesdo pulmonar (p = 0.95) ou nas analises histoldgicas do edema perivascular
(p = 0.43) entre os grupos (Figura 19D-F). A Figura 19F apresenta uma imagem
representativa do pulmao apds a reperfusio.

Tabela 6 - Fatores operatérios nao diferem significativamente entre os grupos.

Grupo/Parametro CTR (n=8) ME (n=8) DIZE (n=8) Valor-p
Peso, g 366 + 11 365+ 12 3779 0.69
Tempo de preparo do bloco, min 26+3 20+3 28+3 0.7
Tempo de isquemia fria*, min 72+5 54 +3 626 0.13
PAM, mmHg 104 £ 5 93+6.5 92+7 0.38

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média e os grupos foram testados
através da analise de variancia (One-way ANOVA) com pos-teste de Tukey considerando um
valor de p<0,05 como estatisticamente significante. PAM, pressao arterial média; *Tempo de
isquemia fria = tempo de preparo do bloco pulmonar + tempo de implante do enxerto. Fonte:
Elaborado pelo autor.
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Figura 19 - A ativagdo prévia da ECA2 durante o manejo da morte encefalica ndo se traduz em

melhora da fungéo do enxerto pos-transplante.
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A) Razédo P/F acessado a partir da veia pulmonar. B) Pressao inspiratéria de pico (PIP) ao longo
do periodo de reperfusdao pulmonar. C) Razdo entre o peso Umido e seco do pulméo
transplantado apos 2 horas de reperfusdo. D) Escore de lesédo pulmonar (valores arbitrarios). E)
Edema perivascular apés reperfusédo. F) Fotomicrografias de segmentos pulmonares de ratos
corados com H&E. CTR: enxerto pulmonar (pés-reperfusao) originado a partir de ratos controle,
submetidos apenas a extragéo do bloco cardiopulmonar; ME: enxerto pulmonar (pds-reperfusao)
originado a partir de ratos induzidos a morte encefalica; DIZE: enxerto pulmonar (pds-reperfusao)
originado a partir de ratos induzidos a morte encefdlica e tratados com DIZE. G) Viséo
macroscopica dos enxertos pulmonares apods 2 horas de reperfusédo. Os valores estao expressos
como média * erro padrdo da média (n = 6-8). Para dados com distribuicdo normal foi aplicado
One-way ANOVA com pos-teste de Tukey ou Sidak (conforme apropriado), ja para os nao
paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para analise de
multiplas comparagdes. Foi considerado um valor de p<0,05 como estatisticamente significante.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 7 - Caracteristicas gasométricas e metabodlicas de ratos submetidos ao transplante

pulmonar.

Parametros/Grupos CTR (n=7-8) ME (n=4-7) DIZE (n=4-6) Valor-p

pH 7.15 + 0.04 7.23 +0.07 7.25 +0.05 0.48
PaOz, mmHg 239 £ 67 163 + 51 206 + 44 0.82
PaCO2, mmHg 35.5+4.6 33.3+5.3 39.3+6.5 0.54
SatO2, % 98 £ 1 99 + 1 99+ 0.1 0.42
Hct, % 34.9 +2.45 35.3 + 3.56 36.2 + 3.06 0.95
HCOs, mg/dL 23.1+0.69 17.2 £ 0.60 17.43 £ 0.90 <0.0005 ®

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média e os grupos foram testados
através da analise de variancia (One-way ANOVA) com pos-teste de Tukey considerando um
valor de p<0,05 como estatisticamente significante. a significa a diferenga entre o grupo CTR
quando comparado ao grupo ME e DIZE. pH, potencial hidrogenidnico; PaO2, pressao arterial
de oxigénio; PaCO2, presséo arterial de didxido de carbono; SatO2, saturagéo de oxigénio; Hct,
hemataocrito; HCO3-, bicarbonato. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.1.4 A ativacao da ECA2 reduz a resposta inflamatéria associada a
lesao por isquemia-reperfusao.

Para avaliar o perfil inflamatério do enxerto apds o periodo de reperfusao,
foram avaliados os niveis de diferentes citocinas no tecido pulmonar. Os niveis
de TNF-a foram aproximadamente 3,8x maiores no grupo ME (0.6 £ 0.08 ng/mg
ptn) quando comparado ao grupo CTR (0.15 = 0.03 ng/mg ptn; p = 0.002). O
tratamento prévio com DIZE (0.3 + 0.05 ng/mg ptn) foi capaz de reduzir em 1,8x
os niveis de TNF-a (p = 0.02). Os niveis de IL-6 apresentaram um aumento de
4,4x no grupo ME (0.7 £ 0.1 ng/mg ptn) comparado ao CTR (0.2 + 0.04 ng/mg
ptn; p = 0.002). A ativagdo da ECAZ2 foi capaz de prevenir o aumento dos niveis
de IL-6 apos o transplante (DIZE: 0.15 £ 0.03 ng/mg ptn; p = 0.001). Os niveis
de IL-1B foram aproximadamente 2,8x maior no grupo ME quando comparado
ao grupo CTR (CTR: 1.6 £ 0.4 vs. ME: 4.5 + 0.4 ng/mg ptn; p = 0.01). Assim
como nas citocinas analisadas anteriormente, o tratamento com DIZE (2.8 + 0.6
ng/mg ptn; p = 0.01) foi capaz de reduzir os niveis de IL-10 (Figura 20A).

Nao foram observadas diferencas nos niveis de IL-10 nos animais
submetidos a ME (0.8 £ 0.2 ng/mg ptn) quando comparado aos CTR (0.9 + 0.1
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ng/mg ptn; p = 0.9). O tratamento prévio com o ativador de ECA2 (DIZE: 0.7 £
0.2 ng/mg ptn; p = 0.9) n&o foi capaz de aumentar os niveis de IL-10.

O periodo de reperfusdo no qual os enxertos pulmonares foram
submetidos promoveu um aumento significativo dos niveis teciduais de Ang Il no
grupo ME (3.4 + 0.2 nmol/mg ptn), comparado ao grupo CTR (2.3 £ 0.2 nmol/mg
ptn). O tratamento prévio com o ativador de ECA2 foi capaz de prevenir o
aumento deste peptideo (2.6 £ 0.1 nmol/mg ptn; p = 0.003; Figura 20B). Nao
foram observadas alteragdes significativas nos niveis de Ang-(1-7) ao final do
protocolo de transplante pulmonar (p = 0.46; Figura 20C).

Figura 20 - A ativagao da ECA2 reduz a resposta inflamatdria associada a leséo por

isquemia-reperfusao.

A N < B) C)
Citocinas teciduais apoés reperfusao
049 Niveis teciduais de Ang Il apés reperfusao Niveis teciduais de Ang-(1-7) apés reperfusao
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[ H {
a 4 | g 4 ° £ e o G 42
o ] i m] o : g 5]
% 0% | _0% |0 g 31 o0 o sy E 400 4
€ ?|omgoe | oot (% I g °
g % g ° € 200
ole Y & o 4 | O . o
TNF-a IL-6 IL-18 CTR ME DIZE CTR ME DIZE

IO CTR O ME A DIZE ‘

A) Esquerda, niveis de TNF-a; Centro, niveis de IL-6; Direita, IL-1B apds a reperfusido. B) Niveis
teciduais de angiotensina Il (Ang Il). C) Niveis teciduais de angiotensina-(1-7) [(Ang-(1-7)]. Os
valores estao expressos como média + erro padréo da média (n = 4-8). Os grupos foram testados
através da anadlise de variancia (One-way ANOVA) com poés-teste de Tukey ou método de
Student-Newman-Keuls, conforme apropriado. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.1.5 A ativagao da ECA2 durante o manejo da morte encefalica
modula o desequilibrio redox apoés a reperfusao.

Visto que a produgao excessiva de citocinas inflamatorias pode promover
a exacerbacéo do desequilibrio redox e do dano oxidativo, foram avaliados os
niveis de EROs no tecido pulmonar apds o transplante. Nesse sentido, niveis
elevados de EROs foram observados no grupo CTR (4326 + 588 ug
formazan/ptn) e ME (5509 + 762 ug formazan/ptn), enquanto o grupo DIZE (2340
+ 352 ug formazan/ptn) apresentou uma redugéo nos niveis de EROs (p = 0.004;

Figura 21A). Além disso, os niveis de MDA, um produto citotoxico da peroxidagéo
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lipidica, encontraram-se reduzidos no grupo DIZE (388 + 31.4 nmol/mg ptn)
comparado com os demais grupos (CTR: 545 + 25.1; ME group: 577 + 25.1
nmol/mg ptn; p = 0.002; Figura 21B).

A atividade antioxidante da CAT aumentou 3,8x no grupo DIZE (19 £ 7.5
U/mg ptn) quando comparado ao grupo ME (5 £ 0.8 U/mg ptn; p = 0.04; Figura
21C). Nao foram observadas altera¢des significativas nos niveis de atividade
enzimatica da SOD entre os grupos (CTR: 59 + 10.5, ME: 76 + 15.5, DIZE: 84 +
15 U/mg ptn; p = 0.39; Figura 21D).

Figura 21 - A ativagao da ECA2 durante o manejo da morte encefalica modula o

desequilibrio redox apds a reperfusao.
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A) Dosagem dos niveis EROs. B) Niveis de malondialdeido (MDA). C) Atividade da enzima
catalase (CAT). D) Atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD). Os valores estéo
expressos como média + erro padrdo da média (n = 5-8) e os grupos foram testados através da
andlise de variancia (One-way ANOVA) com pds-teste de Tukey considerando um valor de

p<0,05 como estatisticamente significante. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2 ESTUDO | — DISCUSSAO

Este estudo demonstrou o papel da ativagdo da ECA2 no manejo de
doadores de morte encefalica e seus efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes
em modelo de transplante pulmonar em ratos (Figura 22).



88

Inicialmente, foi estabelecido um modelo de morte encefalica por meio da
insuflagdo de um baldo/cateter intracraniano. A morte encefalica foi confirmada
pelo aumento abrupto e transitério da PAM, visto que o modelo animal de
indugcdo abrupta da morte encefalica converge para alteragdes rapidas e
significativas da hemodinamica (NEPOMUCENO et al., 2024; VAN ZANDEN et
al., 2020). 3 horas apos a indugdo da morte encefalica, periodo no qual a
inflamacédo e a lesdo pulmonar ja estdo provavelmente estabelecidas, foi
administrado o aceturato de diminazeno, um reconhecido ativador da ECA2
(CHEN et al., 2021; L.A. DE MARIA et al., 2015; QARADAKHI et al., 2020;
SANTOS et al., 2018). Apdés a administracdo do DIZE, os animais foram
acompanhados por mais 3 horas.

Resultados do nosso estudo mostram que a ativagdo da ECAZ2 foi capaz
de promover melhora da razdo P/F nos animais submetidos a morte encefalica.
Esta melhora na oxigenagao parece estar relacionada a redugao do edema e a
melhora da mecanica pulmonar, como apontado pela redugdo da resisténcia
tecidual e aumento da complacéncia do sistema respiratoério.

Além de regular os processos fisioldgicos supracitados, a ativagdo da
ECA2 promoveu aumento da expressédo do Nrf2. O Nrf2 € um importante fator
de transcricdo para elementos de resposta antioxidante, exercendo um papel
fundamental no equilibrio redox (YAMAMOTO; KENSLER; MOTOHASHI, 2018).
Corroborando, estudo realizado em modelo de lesdo pulmonar induzido por
hiperdxia aponta para o papel da ativagdo da ECA2 na modulacéo da via do Nrf2
e a subsequente regulagao positiva de enzimas antioxidantes (FANG; GAO; LIU,
2019). De maneira geral, a ativagao da ECAZ2 parece pré-condicionar o enxerto
pulmonar para os eventos oxidativos que se seguirdo a leséo por reperfusao.

Em seguida, foi realizada a avaliagdo desses pulmdes durante a
reperfusao do enxerto, utilizando um modelo ortotdpico de transplante pulmonar
em ratos. O reestabelecimento da perfusao do enxerto pulmonar isquémico tem
sido associado a niveis elevados de Ang Il, um peptideo pré-inflamatério do SRA
(KEHOE et al., 2016; WANG et al., 2021). A ativagdo da ECA2 durante o
protocolo de morte encefalica provavelmente foi responsavel pela modulagao
deste peptideo durante o transplante pulmonar, uma vez que a atividade da
ECAZ2 é responsavel pela maior degradacao de Ang Il (SANTOS et al., 2018). O

tecido pulmonar pés-reperfusdo também apresentou aumento das citocinas proé-
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inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-1[3, sendo prevenido pelo manejo prévio do doador
de morte encefalica. Nesse contexto, estudos anteriores demonstraram os
efeitos anti-inflamatérios alcangados a partir da ativagao da ECA2. De maneira
geral, esses estudos demonstram a participagdo dos ativadores da ECA2 na
inibicdo da via do NF-kB (FANG; GAO; LIU, 2019; WANG et al., 2021).

Durante a reperfusao, o processo inflamatério € acompanhado por uma
resposta oxidativa no territério pulmonar (DE PERROT et al., 2003). O
desequilibrio redox foi avaliado a partir da mensuragao das concentragoes de
EROs e MDA, bem como da atividade enzimatica da CAT e SOD. Apéds o
transplante, o tecido pulmonar apresentou um aumento drastico nos niveis de
EROs, seguido por elevagcdo da concentragdo de MDA. A ativagdo da ECAZ2
bloqueou significativamente o aumento das espécies reativas, sugerindo que
essa abordagem terapéutica promove um efeito antioxidante e, portanto, reduz
o dano oxidativo no parénquima pulmonar.

A administragao de DIZE promoveu ainda aumento da atividade da CAT,
levando a maior conversdo de H:O2 em radical hidroxila e agua. Isto
provavelmente reduziu a peroxidacao lipidica, resultando em baixos niveis de
MDA. Em suma, estes resultados corroboram com os dados de expressao de
Nrf2 observado nos enxertos pulmonares previamente a reperfuséo, sugerindo
que a ativacdo da ECA2 melhorou a defesa antioxidante enzimatica apds
reestabelecimento do fluxo sanguineo, como evidenciado por estudos anteriores
(FANG; GAO; LIU, 2019; WANG et al., 2021). Estes sao resultados bastante
promissores, visto que o evento de isquemia/reperfusao é frequentemente
associado com desequilibrio redox e pode predispor os pacientes transplantados
a DPE (DEN HENGST et al., 2010).

E importante pontuar que o presente estudo focou apenas nas alteracdes
agudas associadas a reperfusdo pulmonar, abordagem amplamente empregada
na literatura (NODA et al., 2023; OHSUMI et al., 2017, 2020). Apesar dos animais
receptores terem apresentado fungédo pulmonar estavel ao longo das 2 horas de
reperfusdo, ndo foram observadas diferengas na fungdo do enxerto entre os
grupos ao final do protocolo. Portanto, para estudar se os efeitos anti-
inflamatdrios e antioxidantes associados a ativacdo da ECAZ2 persistiriam por
mais tempo e se traduziriam em melhora da fungado pulmonar, trabalhos futuros

devem utilizar modelos murinos de sobrevida.
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Figura 22 - Sitios de atividade do DIZE na lesao pulmonar aguda associada ao transplante

pulmonar.
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Fonte: Elaborado com BioRender.com.; DIZE, aceturato de diminazeno; ECA2, enzima
conversora de angiotensina 2; Nrf2, Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2; TNF-a, Fator
de necrose tumoral; IL-6, Interleucina 6; IL-1[3, Interleucina 1 beta; EROs, espécies reativas de
oxigénio; SOD, superoxido dismutade; CAT, catalase; MDA, malondialdeido; + Oz, anion

superoxido; H20z2, peroxido de hidrogénio.

6.3 ESTUDO Il - O PRECONDICIONAMENTO COM ATIVADOR DE ECA2 OU
ANGIOTENSINA-(1-7) DURANTE A PRESERVACAO HIPOTERMICA
ESTATICA MELHORA A FUNGCAO DO ENXERTO APOS A REPERFUSAQ EM
MODELO DE TRANSPLANTE PULMONAR.

6.3.1 Lesao pulmonar induzida por aspiragdao de acido resulta na
deterioracao da fungao pulmonar do doador.

Com o objetivo de avaliar os efeitos do condicionamento do enxerto
pulmonar com o ativador da ECA2 ou Ang-(1-7) durante a preservagao
hipotérmica estatica, foi desenvolvido um modelo de lesdo induzida por
aspiracao de acido em roedores. Apds o estabelecimento da lesdo do doador,
os pulmdes foram randomizados para pré-condicionamento com DIZE ou Ang-
(1-7) e mantidos a 10°C por 12 horas, com o pulm&o esquerdo sendo
imediatamente transplantado ap6s a o periodo de preservagdo. Um grupo
adicional foi incluido para avaliacdo de condicbes de minimo tempo de

preservagao (Figura 10).
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O peso dos animais doadores foi semelhante entre os grupos (MinCIT:
311+ 7; Controle: 300 + 9; DIZE: 306 + 13; Ang-(1-7): 304 + 11 g; p = 0.86). Para
estabelecimento da lesédo pulmonar, foi realizada instilag&o traqueal de acido HCI
(0.1N; 0.4 mL). Ap6s a administragcao do acido, o animal doador foi estabilizado
e mantido em ventilagcdo espontanea por um periodo de 4 horas, sendo a
avaliacdo realizada imediatamente antes da extracdo pulmonar. A PaO. de
animais doadores saudaveis foi de 501 £ 6 mmHg, caindo para niveis de 402 +
23 mmHg para todos os animais incluidos no estudo apds 4 horas da lesdo
aspirativa (p = 0.0005). Nao foram encontradas diferengas quando comparados
os valores da PaO: sistémica (MinCIT: 415 + 38; Controle: 396 + 63; DIZE: 411
+ 28; Ang-(1-7): 391 + 32 mmHg; p = 0.92; Figura 23A) e no edema pulmonar
(MinCIT: 6 £ 0.3; Controle: 5.5 + 0.5; DIZE: 5.2 + 0.2; Ang-(1-7): 5.7 £ 0.6; p =
0.75; Figura 23B) entre os 4 grupos submetidos a lesdo. Imagem representativa
dos pulmbes apds captacao é apresentada na Figura 23C.

Figura 23. Lesdo pulmonar induzida por aspiragéo de acido resulta na deterioragéo da fungao

pulmonar do doador.
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A) Oxigenacgao sistémica. B) Edema apds preservagao hipotérmica. C) Imagem macroscoépica
representativa do bloco pulmonar apés leséo aspirativa. Os valores estdo expressos como média
+ erro padrdo da média (n = 4-5). Para dados com distribuicdo normal foi aplicado One-way
ANOVA com pos-teste de Tukey, ja para os ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn para andlise de multiplas comparagdes. Foi considerado um

valor de p<0,05 como estatisticamente significante. Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.3.2 O enriquecimento da solugcao de preservagdao com DIZE ou
angiotensina-(1-7) durante a preservagcao hipotérmica resulta na

melhora da fungao do enxerto apés o transplante pulmonar.

Depois que os pulmdes doados foram alocados para suas condi¢cdes
especificas de lavagem anterograda e preservagéo hipotérmica, foi realizado o
transplante unilateral a esquerda nos animais receptores. As caracteristicas
basais dos receptores e os fatores operatérios foram semelhantes entre os
grupos estudados (Tabela 8).

Apos o implante, os enxertos pulmonares foram submetidos a um periodo
de 2 horas de reperfusdo. Este intervalo de acompanhamento é critico para a
avaliacao da qualidade do enxerto apds o periodo de preservacgdo. Ao final do
periodo de reperfusio, a veia pulmonar esquerda foi puncionada para avaliagao
do desempenho do pulmao esquerdo transplantado. Durante a reperfusédo, os
pulmdes lavados com DIZE (392 + 54 mmHg) e Ang-(1-7) (439 * 32 mmHg) e
armazenados a 10°C apresentaram melhor fungdo do enxerto quando
comparados aos grupos MinCIT (172 + 63 mmHg) e Controle (177 £ 50 mmHg)
(p =0.002; Figura 24A). Nao foram observadas diferengas nos indices de edema
pulmonar entre os grupos (MinCIT: 7.3 £ 0.8; Controle: 7.3 + 0.3; DIZE: 6.2 £ 0.8;
Ang-(1-7): 6.1 £ 1; p = 0.53; Figura 24B). Imagem representativa dos pulmdes
apos reperfusao € apresentada na Figura 24C. Nao foram observadas diferencas
nos escores de lesao pulmonar entre os grupos (p = 0.38; Figura 24D,E).

Tabela 8. Caracteristicas basais dos animais receptores e fatores operatorios.

Gelo Preservacido (12 horas a 10°C)
Peso, g 3307 3138 3408 326 + 11 0.5
PaO,, mmHg 498 £+ 8 507 + 12 490+ 9 499 + 15 0.8
Preparo do bloco, min 365 42 +5 42+ 4 406 0.5
Tempo de implante, min 33 £ 12 36 £ 15 20+2 295 0.6

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média e os grupos foram testados
através da analise de variancia (One-way ANOVA) com pos-teste de Tukey considerando um
valor de p<0,05 como estatisticamente significante. PaO:, presséo arterial de oxigénio (FiO2 1.0);

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 24 - O enriquecimento da solugao de preservagdo com DIZE ou angiotensina-(1-7)
durante a preservacao hipotérmica resulta na melhora da fungéo do enxerto apés o transplante

pulmonar.
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A) Oxigenagao a partir da veia pulmonar do enxerto. B) Edema apos reperfusdo. C) Imagem
macroscopica representativa do enxerto pulmonar apoés 2 horas de reperfusdo. D,E)
Fotomicrografia representativa de segmentos pulmonares de ratos corados com H&E juntamente
com escores de lesdo pulmonar (barra de escala = 200 um). Os valores estdo expressos como
média + erro padréo da média (n = 4-5). Para dados com distribuicdo normal foi aplicado One-
way ANOVA com pos-teste de Tukey. Foi considerado um valor de p<0,05 como estatisticamente

significante. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.3.3 O pré-condicionamento com angiotensina-(1-7) durante a
preservacdao hipotérmica atenua as respostas inflamatérias

associadas a reperfusao do enxerto.

A lesdo por aspiragdo tem sido correlacionada com a ativagdo dos
complexos de inflamassoma intracelular, seguida pela liberacdo de potentes
citocinas inflamatorias. Nesse contexto, foram avaliadas as concentragdes de IL-
8, IL-18 e TNF-a.
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Os niveis de IL-8 no tecido pulmonar foram significativamente mais baixos
no grupo Ang-(1-7) (MinCIT: 2.2 £ 0.4; Controle: 2.1 £ 0.3; DIZE: 1.6 £ 0.1; Ang-
(1-7): 0.8 £ 0.2 ng/mg ptn; p = 0.01; Figure 25A). Além disso, a preservacao
hipotérmica tende a reduzir os niveis de IL-13 apds a reperfusdo pulmonar
(MinCIT: 79 £ 17; Controle: 49 £ 9; DIZE: 42 + 8 ng/mg ptn; p = 0.23). O pré-
condicionamento com Ang-(1-7) foi capaz de amplificar significativamente essa
resposta (34 £ 7 ng/mg ptn; p = 0.03; Figura 25B). Nao foram observadas
diferengas nas concentracbes de TNF-a entre os grupos (MinCIT: 7 + 3;
Controle: 9 + 3; DIZE: 5 + 1; Ang-(1-7): 9 = 3 ng/mg ptn; p = 0.67; Figure 25C).

Por fim, nossos dados sugerem que os niveis de IL-8 tendem a
correlacionar-se negativamente com a oxigenagao do enxerto pulmonar (Figura
25D).

Figura 25 - O pré-condicionamento com angiotensina-(1-7) durante a preservagao

hipotérmica atenua as respostas inflamatérias associadas a reperfusao do enxerto.
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A) Niveis teciduais de IL-8 apds reperfuséo. (B) Niveis teciduais de IL-1 apds reperfusao. C)
Niveis teciduais de TNF-a apos reperfusdo. D) Correlagao entre os niveis de IL-8 e fungdo do
enxerto pulmonar. Os valores estdo expressos como média * erro padrdo da média (n = 5). Os

grupos foram testados através da analise de variancia (One-way ANOVA) com pos-teste de
Tukey. Fonte: Elaborado pelo autor.



95

6.3.4 O enriquecimento da solugdo de preservacao com
angiotensina-(1-7) durante a preservagao hipotérmica promove

citoprotecao.

Visto que a ativagdo do inflamassoma e a geragcdo de EROs s&o
suprimidas quando a atividade mitocondrial encontrasse desregulada, foram
avaliadas as concentracbes de espécies reativas e a dindmica da rede
mitocondrial. Logo, niveis elevados de EROs foram observados no grupo Ang-
(1-7) quando comparado ao grupo MInCIT e controle (MinCIT: 323 + 53;
Controle: 305 + 48; dize: 430 + 50; Ang-(1-7): 708 + 137 pg formazan/mg ptn; p
= 0.01; Figura 26A).

O dano pulmonar esta associado a niveis elevados de EROs e tem sido
implicado nas alteragbes inflamatérias induzidas pela LIR. Com base no
comentado, as concentracdes teciduais de MDA pdés-reperfusao foram aferidas.
Curiosamente, os niveis de MDA tendem a ser reduzidos no grupo Ang-(1-7) em
comparacgao ao grupo MinCIT e Controle (MinCIT: 174 + 25; Controle: 155 * 28;
DIZE: 105 = 23; Ang-(1-7): 91 £ 12 pmol/mg ptn; p = 0.06; Figura 26B).

A transducéo de sinais por meio das EROs desempenha um papel critico
na modulacdo da autofagia/mitofagia. Para avaliar o papel da biogénese
mitocondrial nos 4 grupos de preservagdo, foram realizadas analises da
expressao génica de marcadores de biogénese mitocondrial no tecido pulmonar
ap6s reperfusdo. Os resultados dessa analise apontam para o aumento
significativo da expressdo de PPARGc1B (p = 0.02; Tabela 9) no grupo
condicionado com Ang-(1-7) em relagéo ao grupo MinCIT. Além disso, a lavagem
anterégrada pulmonar com Ang-(1-7) tende a promover maior expresséo de
TFAM (Tabela 9), gene essencial para a manutencdo do DNA mitocondrial.
Finalmente, MFF, FIS1 e PINK1, genes que codificam para fissdo mitocondrial,
tendem a ser positivamente regulados no grupo Ang-(1-7) comparado aos
demais grupos do estudo (Tabela 9).

Apods a analise do painel mitocondrial, foram avaliadas as diferengas na
morte celular entre as condicdes distintas de condicionamento dos enxertos
pulmonares. Nesse sentido, ndo foram observadas diferengas nos niveis de

apoptose entre os grupos (p = 0.12; Figura 26C).
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Figura 26 - O enriquecimento da solugdo de preservagéo com angiotensina-(1-7) durante a

preservagao hipotérmica promove citoprotecao.
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A) Niveis teciduais de EROs apés reperfusao. B) Niveis teciduais de MDA apos reperfuséo. C)
Quantificagdo da apoptose celular no tecido pulmonar apds reperfusdo. Os valores estédo
expressos como média * erro padrdo da média (n = 4-5). Para dados com distribuigao normal foi
aplicado One-way ANOVA com pos-teste de Tukey, ja para os ndo paramétricos foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para analise de multiplas comparagdes.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 9. Numero de aumento de vezes dos marcadores de expressédo génica mitocondrial

tecidual apds pré-condicionamento com Ang-(1-7) e reperfusdo pulmonar.

Fatores Ang-(1-7) relativo ao MinCIT relativo ao Controle
envolvidos na [ simpolo Aumento Valor-p Aumento Valor-p

Biogénese PPARG 3.80 0.45 1.53 0.30
Mitocondrial | PPARGc1A -3.00 0.34 1.71 0.29
PPARGc1B 4.60 0.02* 1.41 0.77
TFAM 7.31 0.17 1.42 0.12
Fusao MFN1 -1.28 0.34 -4.92 0.34
Mitocondrial | MFN2 7.77 0.30 2.21 0.24
OPA1 6.09 0.29 217 0.20
Fissdo MFF 8.77 0.15 2.10 0.12
Mitocondrial | FIS1 8.16 0.27 1.89 0.08
Mitofagia PARK2 2.26 0.86 1.37 0.44
PINK1 8.21 0.18 2.51 0.15
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PPARG, receptor ativado por proliferador de peroxissomo gama. TFAM, fator de transcrigao
mitocondrial A. MFN1, mitofusina 1. MFN2, mitofusina 2. OPA1, homdlogo de atrofia optica 1
(humano). MFF, fator de fissdo mitocondrial. FIS1, fissdo 1 (membrana externa mitocondrial).
PARK2, doencga de Parkinson 2, parkin. PINK1, PTEN quinase induzida 1. PPARGC1A, receptor
ativado por proliferador de peroxissomo gama, coativador 1 alfa. PPARGC1B, receptor ativado

por proliferador de peroxissomo gama, coativador 1 beta. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.3.5 A melhora da funcdo do enxerto pulmonar apés o
condicionamento com angiotensina-(1-7) é dependente da ativagao
do receptor Mas.

Com o objetivo de investigar se os efeitos benéficos da Ang-(1-7)
observados anteriormente decorrem da ativagdo do receptor Mas, um grupo
adicional foi incluido e pré-condicionado com o antagonista A-779
(Cat#SML1370, A-779 sal trifluoroacetato, Millipore Sigma) mais Ang-(1-7). Apos
a preservacao hipotérmica (12 horas a 10°C), o transplante pulmonar unilateral
esquerdo foi realizado e a fungao do enxerto avaliada.

Na presenca do antagonista, o efeito protetor da Ang-(1-7) na oxigenagao
foi reduzido significativamente (Ang-(1-7): 439 + 32 vs. A-779: 173 = 35 mm Hg;
p = 0.01; Figura 27A). Este resultado indica que o fendtipo observado
anteriormente é dependente da ativacdo do receptor Mas. O edema apéds a
reperfusdo tendeu a ser maior apds a inibicdo do receptor em comparagao ao
grupo somente condicionado com Ang-(1-7) [Ang-(1-7): 6 £ 1 vs. A-779: 8.5
0.6; p = 0.17; Figura 27B]. Imagem representativa dos pulmdes apos inibicdo do
receptor Mas e reperfusédo do enxerto € apresentada na Figura 27C. Nao foram
observadas diferengas nos escores de lesdo pulmonar entre os grupos (p = 0.46;
Figura 27D,E).
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Figura 27 - A melhora da fung&o do enxerto pulmonar apés o condicionamento com

angiotensina-(1-7) é dependente da ativagao do receptor Mas.
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A) Oxigenagao a partir da veia pulmonar do enxerto. B) Edema apos reperfusao. C) Imagem
macroscopica representativa do enxerto pulmonar apoés 2 horas de reperfusdo. D,E)
Fotomicrografia representativa de segmentos pulmonares de ratos corados com H&E juntamente
com escores de lesdo pulmonar (barra de escala = 200 um). Os valores estdo expressos como
média t erro padréo da média (n = 4-5). Para dados com distribuicdo normal foi aplicado One-
way ANOVA com pos-teste de Tukey. Foi considerado um valor de p<0,05 como estatisticamente

significante. Fonte: Elaborado pelo autor.

6.4 ESTUDO Il — DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que o enriquecimento da solugao de preservagao
pulmonar com o ativador da ECA2 ou com a Ang-(1-7) resulta na melhora da
funcdo do enxerto apds o transplante, amplificando os efeitos benéficos da
preservagao hipotérmica em pulmdes lesionados e submetidos a modelo de
transplante em ratos (Figura 28).

Primeiramente, foi estabelecido um modelo animal de pneumonite
aspirativa. A lesdo pulmonar por meio da instilagdo intratraqueal de acido foi
confirmada pela queda da PaO.. As lesbdes induzidas por este modelo
apresentam comportamento bifasico, com as principais alteragdes da
oxigenagao sistémica e no edema pulmonar ocorrendo nas primeiras 4 horas
apos administragédo da solugéo de HCI (SETZER et al., 2018).
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Em seguida, foi realizada a exposicdo do bloco cardiopulmonar e a
alocacgéao dos pulmdes lesionados em diferentes estratégias de condicionamento
do enxerto. Os resultados deste estudo demonstraram que os enxertos
lesionados, lavados com solugéo de preservagao enriquecida com DIZE ou Ang-
(1-7) e armazenados por 12 horas a 10°C, apresentaram melhor funcdo
pulmonar apds o transplante em comparacgao aos pulmdes lavados com solugao
de preservacdo padrao seguida de preservacao hipotérmica ou transplante
imediato. Este efeito benéfico parece ser mediado por um receptor especifico
para Ang-(1-7), uma vez que o condicionamento com 0 seu respectivo
antagonista aboliu a melhora da oxigenacé&o.

Corroborando, a administracao intraperitoneal de DIZE e intravenosa de
Ang-(1-7) ja demonstrou ser capaz de melhorar a oxigenagdo em modelo animal
de LIR e em modelo de lesdo pulmonar induzida por instilacdo de acido,
respectivamente (WANG et al., 2021; ZAMBELLI et al., 2015). Ainda, a
suplementacao da solucéo de preservacao com captopril foi capaz de melhorar
a LIR durante protocolo de transplante pulmonar em ratos (FISCHER et al.,
2000). Além dos efeitos diretos do bloqueio da ECA, é importante pontuar que a
inibicdo dessa enzima pode promover aumento indireto dos niveis plasmaticos
e teciduais de Ang-(1-7) (ROKS et al., 1999).

Como evidenciado por estudos anteriores, a fungcdo do enxerto tem sido
associada aos niveis de citocinas pré-inflamatérias, com os niveis de IL-8
correlacionando-se com a fungdo pulmonar apos 2 horas de reperfusdo (DE
PERROT et al., 2002; FISHER et al., 2001). Curiosamente, os niveis de IL-8
estavam reduzidos no tecido pulmonar dos enxertos pré-condicionados com
Ang-(1-7) em comparagdo com os demais. Além disso, os dados do presente
trabalho sugerem que a oxigenagao do enxerto se correlaciona negativamente
com os niveis de IL-8. O tecido pulmonar dos pulmdes previamente submetidos
a preservagao hipotérmica também apresentou reducédo dos niveis de IL-1p,
consistente com dados previamente publicados na literatura (ABDELNOUR-
BERCHTOLD et al., 2022; ALl et al., 2021).

A producao excessiva de fatores pro-inflamatorios associados ao pulméo
lesionado podem agravar o dano oxidativo e mitocondrial observado na LIR,
resultando em desregulagdo da dinamica mitocondrial e apoptose celular
(ABDELNOUR-BERCHTOLD et al.,, 2022; POKHAREL et al., 2024).
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Surpreendentemente, os niveis de EROs no tecido pulmonar estavam
aumentados apds o condicionamento com Ang-(1-7). Essas espécies reativas
estdo geralmente associadas ao desequilibrio redox e tem sido implicadas no
evento de peroxidacado lipidica, o que poderia contribuir para o processo
inflamatorio e a apoptose induzida pela LIR (ABDELNOUR-BERCHTOLD et al.,
2022; POKHAREL et al., 2024). No entanto, ao avaliarmos as concentracdes de
MDA, os enxertos pré-condicionados com Ang-(1-7) apresentaram uma redugao
desse produto citotdxico, ndo impactando no processo de apoptose celular.
Estes achados sugerem que este peptideo do eixo protetor do SRA apresenta
efeito antioxidante e atua reduzindo o dano oxidativo apds a reperfusédo, em linha
com estudos publicados anteriormente (FANG; GAO; LIU, 2019; SANTOS et al.,
2018; SHENG et al., 2024).

O aumento dos niveis intracelulares de EROs n&o esta relacionado
apenas ao dano celular, mas tem sido sugerida sua participagdo como segundo
mensageiro em diferentes vias de sinalizagdo, como na regulagéo da dindmica
funcional das mitocondrias (DUDEK, 2017; PIANTADOSI; SULIMAN, 2012). Por
exemplo, as EROs mitocondriais podem levar ao aumento da atividade de
enzimas heme oxigenase que controlam a ativagdo de fatores nucleares
envolvidos na regulac&o da atividade de enzimas antioxidantes e que mantém a
expressdo de genes relacionados a biogénese mitocondrial. Com base no
exposto, o presente trabalho mostrou que enxertos tratados com Ang-(1-7)
demonstraram aumento da regulacdo de PPARGc1B e de TFAM, genes
envolvidos na biogénese mitocondrial e que participardo da transcricdo de
proteinas que regulam processos redox e anti-inflamatérios (PIANTADOSI,
SULIMAN, 2012; POKHAREL et al., 2024).

Assim como no estudo |, esta segunda etapa focou apenas nas alteragdes
agudas associadas a reperfusdo pulmonar. Estudos futuros devem ser
realizados para observar se os beneficios do enriquecimento da solugcdo de
preservagao com DIZE ou Ang-(1-7) persistiriam por longos intervalos de tempo
e para avaliar alteracdes cronicas associadas ao transplante pulmonar. E
importante pontuar ainda que, apesar da melhora da fungdo do enxerto
associada ao condicionamento com o ativador da ECA2, os efeitos protetores
avaliados através de analises biomoleculares parecem ter sido menos

proeminentes quando comparados aos do tratamento com Ang-(1-7). Logo,
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esses resultados apontam para a necessidade de cautela na escolha dos
componentes terapéuticos a serem utilizados durante abordagens hipotérmicas,

uma vez que a temperatura a que os enxertos estardo submetidos podera
influenciar no resultado da intervencéo.

Figura 28 - Diagrama esquematico mostrando o efeito protetor da Angiotensina-(1-7) durante a

preservacao hipotérmica estatica e seus mecanismos subjacentes.
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A producgao excessiva de fatores pré-inflamatérios agrava o dano oxidativo e mitocondrial, que

com a desregulacédo da dindmica mitocondrial leva ainda ao aumento da apoptose das células
epiteliais e endoteliais pulmonares. Ang-(1-7) pode regular a inflamagéo, reduzir o dano
oxidativo, manter a homeostase mitocondrial e melhorar a oxigenacdo do enxerto. Fonte:
Elaborado com BioRender.com.; IL-8, interleucina 8; IL-1p, interleucina 1 beta; AyM, Potencial

de membrana mitocondrial; Ang-(1-7), angiotensina-(1-7); EROs, espécies reativas de oxigénio.
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CONCLUSAO
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram pela primeira vez os
efeitos da modulacdo do eixo protetor do sistema renina-angiotensina na
prevencgao da lesdo pulmonar aguda em modelos experimentais de transplante
pulmonar. A modulag&o desse eixo, seja pela ativagdo da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2) ou administragdo de angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)],
compreendeu dois diferentes cenarios: durante o manejo da morte encefalica e
apos estabelecimento de modelo animal de pneumonite aspirativa.

Os achados do Estudo |, que avaliou o impacto da ativacdo da ECA2
durante o manejo da morte encefalica e sua repercussdo apds o transplante
pulmonar, relevaram que: O modelo animal de morte encefalica € acompanhado
por comprometimento significativo da fungao pulmonar, refletido pelas alteragbes
gasométricas, provavelmente originadas a partir do edema pulmonar e
perivascular estabelecido. A ativagdo da ECAZ2, por sua vez, foi capaz de
melhorar a qualidade do enxerto pulmonar, demonstrada pela redugao do edema
e melhora das propriedades elasticas e resistivas do sistema respiratério, que
juntas podem ter convergido para a melhora da fungdo pulmonar observada
previamente ao transplante. Contudo, apesar de sua participacdo na redugao
dos niveis de citocinas inflamatérias e melhora do perfil redox, a ativagéo prévia
da ECA2 néo resultou em aprimoramento da fungédo precoce do enxerto pos-
transplante, indicando a necessidade de intervengdes adicionais para otimizacao
de resultados apos o periodo de reperfuséo.

No Estudo II, delineado com o objetivo de avaliar os efeitos do pré-
condicionamento com o ativador de ECA2 ou Ang-(1-7) durante a preservacgéo
hipotérmica estatica de pulmdes previamente lesionados por aspiragao de acido,
foi demonstrado que: A lesdo pulmonar induzida por aspiracdo de acido
cloridrico causou deterioracdo da funcdo dos pulmdes destinados a doacao,
observado pela reducdo da tensdo arterial de oxigénio. O enriquecimento da
solucdo de preservagcdo com o ativador da ECA2 ou Ang-(1-7) durante a
preservagao hipotérmica resultou em melhora significativa da fungéo precoce do
enxerto pds-transplante pulmonar, evidenciada pela melhora da oxigenagao. E
importante destacar que o pré-condicionamento com Ang-(1-7) mostrou maior

eficacia na atenuacéo das respostas inflamatérias associadas a reperfusao do
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enxerto, o que pode ter corroborado para citoprotecdo e manutencdo da
integridade do parénquima pulmonar observadas apés o transplante.

Em conjunto, os resultados sugerem que a modulagao do eixo protetor do
sistema renina-angiotensina através da ativagdo da ECA2 ou administragédo de
Ang-(1-7), possui potencial terapéutico promissor na melhora da viabilidade e
funcdo dos enxertos previamente submetidos a cenarios de morte encefalica
e/ou de lesdes aspirativas. Essas intervengdes farmacoldgicas representam uma
abordagem inovadora para o manejo de doadores e a preservagao de enxertos
pulmonares, contribuindo para o aumento da disponibilidade de 6rgéos viaveis
para o transplante e, consequentemente, para melhores desfechos clinicos nos

receptores de transplante pulmonar.
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APENDICE 1

T Faculdade de Medicina da Universidade de Sido Paulo
CINA Avenida Dr. Arnaldo, 455

MEDI P bu — S&o Paulo — SP
—_—— acaembu — Séo Paulo —
ISP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “ATIVACAO DA ECA2 NA
PREVENCAO DA LESAO PULMONAR AGUDA EM MODELO
EXPERIMENTAL DE TRANSPLANTE PULMONAR” registrada com o n°
1532/2020, sob a responsabilidade de Paulo Manuel Pégo Fernandes e Paolo
Oliveira Melo, apresentada pela Comissdo Cientifica do InCor - que envolve a
producgdo, manuten¢io e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
de Medicina da USP em reunido de 11/11/2020

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo Inicio: 20-01-2021 Término: 20-01-2025
Espécie/linhagem/raca Rato isogénico Lewis
N©° de animais 72
Peso/Idade machos
Sexo 9-10 semanas
Origem Biotério da Universidade de Campinas (UNICAMP)

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 11 de novembro de 2020

Dr. Eduardo Pompeu
qurdenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comissao de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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APENDICE 2

(&

University Health Network

Toronto General Hospital Toronto Western Hospital Princess Marqaret Hospital
Animal Care Committee
July 24,2023

Dr. Marcelo Cypel
Dear Dr. Cypel,

Re: AUP # - 6858.0 - ACE2 activation in the treatment of acute lung injury during
normothermic ex vivo lung perfusion

The University Health Network, Animal Care Committee has provisionally approved your Animal Use
Protocol application.

- The category of invasiveness has been revised to D.

- Please confirm if the grant details provided is the still valid

- On your next submission in the Protocol Rationale section, please include procedures and
provide concise response in non-technical terms that are appropriate as a public relations
statement. It would help your peers and Community Representatives on the ACC to better
understand your protocol.

- AUP to be updated with dosing details for MasR and DIZE. Are there any data from prior
studies studies using these two antagonist that can be included.

- Please contact ARC clinical vet at arcvet@uhnresearch.ca when during the initial HCL
titration process.

Date of Approval: July 20™, 2023

Please note the AUP # 6858.0 must be quoted when placing animal orders with the Animal Resources
Centre. Animal ordered under this protocol must only be used for this approved project and please note
that commencement of work within the vivarium is contingent upon the availability of space.

This protocol will expire 2023-10-24.

Sincerely,

5 4

Dr. Jeremy Sivak, PhD
Chairperson, Animal Care Committee
University Health Network, TMDT/TGH/TWH

Please note: All Animal Care related correspondences should be addressed to: ARC, c/o Lih Ling Chung, 6™
Floor, MaRS — Toronto Medical Discovery Tower, 101 College Street, Toronto, ON., M5G 1L7.



