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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito do pré-condicionamento isquémico (PCl) em modelo de isquemia e reperfusio (I/R) pulmonar normotérmica em
ratos, quantificando a producéo de espécies reativas do oxigénio. Métodos: Quarenta e sete ratos Wistar foram randomizados em quatro
grupos: controle, sham, 1/R e PCl. Ap6s anestesia, animais do grupo controle foram sacrificados por decapitac¢io, pneumonectomizados,
e os pulmdes esquerdos armazenados em nitrogénio liquido. Animais dos grupos sham, 1/R e PCI foram anestesiados, traqueostomizados,
ventilados, anticoagulados e submetidos a uma toracotomia esquerda com dissec¢do da artéria pulmonar esquerda para clampeamento.
No grupo sham procedeu-se a dissec¢iio da artéria pulmonar esquerda; no grupo 1/R, clampeamento hilar total de 30 min e no grupo PCI,
clampeamento da artéria pulmonar esquerda por 5 min seguido por reperfusdo de 10 min e um clampeamento hilar total de 30 min. Pulmdes
foram reperfundidos por 90 min e ventilados com os mesmos parametros, acrescidos de pressdo expiratoria final positiva de 1 cmH,0. Foram
obtidas medidas hemodinadmicas e gasométricas antes da toracotomia, antes do clampeamento hilar total, aos 30 e 90 min de reperfusio. A
peroxidacio lipidica foi estabelecida por meio da determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico. Resultados: A determinacio
das substancias reativas ao dcido tiobarbitdrico analisada nos grupos controle, sham, 1/R, PCI nio revelou diferencas significativas, 0 mesmo
ocorrendo com a pressdo parcial arterial de oxigénio, pressdo parcial arterial de gas carbdnico e medidas hemodindmicas entre os grupos
sham, 1/R e PCl. Conclusdes: O PCI de 5 min da artéria pulmonar esquerda em modelo de 1/R in situ em ratos ndo atenua a lesdo de 1/R.

Descritores: Isquemia; Reperfusdo; Preservacdo de 6rgaos; Espécies de oxigénio reativas.

Abstract

Objective: To evaluate the effect of lung ischemic preconditioning (IPC) on normothermic ischemia/reperfusion (I/R) injury in a rat model,
quantifying the production of reactive oxygen species. Methods: Forty-seven male Wistar rats were randomized into four groups: control,
sham, 1/R and TPC. Control group animals were anesthetized and killed by decapitation, after which pneumonectomy was performed and
the left Tungs were stored in liquid nitrogen. Sham, TPC and 1/R group rats were anesthetized, tracheostomized, ventilated, anticoagulated
and submitted to left thoracotomy with dissection of the left pulmonary artery for clamping. Sham group rats underwent dissection of the
left pulmonary artery, 1/R group rats underwent 30 min of total hilar clamping, and 1PC group rats underwent 5-min clamping of the left
pulmonary artery followed by 30 min of total hilar clamping. Lungs were reperfused for 90 min and ventilated with the same parameters,
with additional positive end-expiratory pressure of 1 cmH,0. Hemodynamic and blood gas values were obtained prior to thoracotomy,
prior to total hilar clamping, after 30 min of reperfusion and after 90 min of reperfusion. Lipid peroxidation was determined by measuring
levels of thiobarbituric acid reactive substances. Results: There were no significant differences among the groups in terms of the levels of
thiobarbituric acid reactive substances. Nor were there any significant differences among the sham, 1/R and 1PC groups in terms of arterial
oxygen tension, arterial carbon dioxide tension or hemodynamic values. Conclusions: In an in situ 1/R rat model, 5-min 1PC of the left
pulmonary artery does not attenuate 1/R injury.

Keywords: Ischemia; Reperfusion; Organ preservation; Reactive oxygen species.
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Introducao

0O estresse oxidativo, caracterizado pela formagao
de espécies reativas de oxigénio (ERQ), ocorre na
maioria das células pulmonares. Existem dois meca-
nismos que usualmente geram sua produgdo. Um
desses mecanismos envolve o acumulo de hipo-
Xantina e a conversdo de xantina desidrogenase
em xantina oxidase durante a hipoxia, e poste-
rior degradacdo da hipoxantina em superdxido no
momento da reoxigenacdo. O outro mecanismo ¢
dependente do sistema nicotinamida adenina dinu-
cleotideo fosfato reduzida presente no endotélio e na
membrana plasmatica de neutrdfilos e macrofagos,
e ¢ responsavel por catalisar a reducdo do oxigénio
em perdxido de hidrogénio e superoxido.”

No transplante pulmonar, a lesdo induzida pela
isquemia e reperfusdo (1/R) do enxerto, associada a
baixa tolerancia deste 6rgdo a isquemia, permanece
como a principal causa de morbidade e morta-
lidade precoces no periodo pos-operatdrio. Essa
sindrome ocorre normalmente dentro de 72 h apos
o transplante e se caracteriza por um aumento da
permeabilidade capilar pulmonar, edema pulmonar,
hipoxemia e aumento da resisténcia vascular
pulmonar.®

Estudos em modelos animais tém se concen-
trado na prevencdo da 1/R, bem como na melhora
dos métodos de preservacio pulmonar® por meio
do wuso de hiperinsuflacio pulmonar,® preser-
vacio hipotérmica,” solucdes de preservacio,®
vasodilatadores,® perfusdo pulmonar por via
retrograda,” captadores de ERO,® terapia génica,”
ventilacdo liquida, além do pré-condicionamento
isquémico (PCl). O PCl consiste em um fendmeno
no qual um breve episodio de 1/R promove uma
protecdo tecidual contra um posterior episodio
isquémico prolongado e o dano de reperfusdo
resultante. Tem sido estudado em varios orgéos e
tecidos, tais como coragdo, rim, figado, intestino,
cérebro, musculo esquelético e pulmio,'” tanto em
modelos animais quanto em estudos clinicos.!? Na
maioria dos estudos em pulmdes, o PCl foi reali-
zado por meio de clampeamento hilar total, fato
este que ndo corresponde a realidade clinica dos
transplantes, na qual a artéria pulmonar ¢ isolada
para clampeamento em separado das demais estru-
turas hilares.

Com base nesses aspectos, testamos a hipdtese
de que o P1 por oclusio seletiva da artéria pulmonar
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poderia diminuir o dano pulmonar resultante da IR
em um modelo experimental animal.

Métodos

0 projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (protocolo n° 004084-5/6) da Fundacio
Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto
Alegre. Foram utilizados 47 ratos Wistar machos
pesando entre 250 g e 470 g. Todos os animais
receberam cuidados de acordo com as normas inter-
nacionais que regem a pesquisa com animais de
laboratorio."™ Os animais foram randomizados em
quatro grupos: controle, sham, 1/R (normotérmica)
e PCl. Os procedimentos em cada grupo foram:
controle (n = 10), auséncia de ventilacio mecanica
(VM) e sacrificio por decapitacio; sham (n = 12),
disseccdo do hilo pulmonar sem clampeamento;
1/R (n = 13), clampeamento hilar total por 30 min;
PCl (n = 12), clampeamento da artéria pulmonar
esquerda por 5 min (pré-condicionamento) sequido
por reperfusdo de 10 min e um clampeamento hilar
total de 30 min (Figura 1).

Grupo controle

| Ventilagdo mecanica |

| Sacrificio por decapitacdo |

Grupo Sham

| 15 min ” 30 min || 90 min? |
Grupo 1/R

| Ventilacdo mecénica || Isquemia® || Reperfusdo |
| 15 min ” 30 min || 90 min |
Grupo PCl

Isquemia® Reperfusdo || Isquemia® || Reperfusdo

| 5 min || 10 min || 30 min || 90 min |

Figura 1 - Os protocolos realizados nos quatro grupos.
1/R: isquemia e reperfusdo; e PCl: pré-condicionamento
isquémico. “Ventilagdo mecanica com pressio expiratoria
final positiva 1 cmH,0. "Clampeamento do bronquio
principal, da artéria pulmonar e das veias pulmonares
esquerdos (hilar total). ‘Clampeamento seletivo da artéria
pulmonar esquerda.
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Os animais foram anestesiados com cetamina
(100 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) via intraperi-
toneal, e atropina (0,20 mg) via intramuscular no
momento da indugdo, sendo a anestesia mantida
por administracdo de um terco da dose inicial das
drogas a cada 30 min. Os animais receberam hepa-
rinizacdo sistémica (1 mg/kg) via parenteral, sendo
submetidos a traqueostomia cervical com canula
plastica (Abbocath® n° 14; Abbott Laboratories,
Abbott Park, 1L, EUA), e VM em ventilador volu-
métrico (Harvard Rodent Ventilator, modelo 683;
Harvard Apparatus Co., Millis, MA, EUA), com
volume corrente = 10 mL/kg de peso corporal,
freqiiéncia = 70-80 ciclos/min, fragdo inspirada de
oxigénio = 0,2 (ar ambiente) e pressdo expiratoria
final positiva de 1 cmH,0 apenas no momento da
reperfusdo pulmonar (90 min finais do procedi-
mento; Figura 1). A cada clampeamento hilar total
ou arterial seletivo realizou-se expansido pulmonar
por oclusdo da valvula expiratéria por 3 ciclos
inspiratorios, com o objetivo de evitar atelectasia.
A pressao arterial média sistémica foi medida por
canulacio da artéria cardtida direita (Sirecust 730;
Siemens, Solna, Suécia), sendo esta utilizada na
coleta de amostras para analise dos gases arteriais
(ABL 5; Radiometer, Copenhagen, Dinamarca). A
pressdo arterial média sistémica e os gases arteriais
foram mensurados antes da toracotomia (basal);
antes do periodo de isquemia de 30 min (clampea-
mento hilar total) nos grupos 1/R e PCl e aos 15 min
de VM no grupo sham; aos 30 min e 90 min de
reperfusio (antes do sacrificio).

Utilizou-se um microscopio cirurgico (Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) na disseccdo das estruturas
hilares e na canulacéo arterial. Apds a traqueostomia
e a canulacdo da carotida direita, realizou-se uma
toracotomia esquerda no quinto espaco intercostal,
o ligamento pulmonar foi seccionado e o apice do
pulmio esquerdo tracionado caudalmente com o
auxilio de uma haste flexivel com ponta de algodéo.
Em seguida, a artéria pulmonar esquerda foi isolada
para clampeamento seletivo com o auxilio de um
microclipe vascular (Figura 1). Apos o periodo
de reperfusdo de 90 min, o pulmio esquerdo foi
seccionado e armazenado a -80 °C. O tempo total
de VM a que os animais dos grupos sham, 1/R e PCl
foram submetidos foi de 135 min. (Figura 1).

Os pulmées armazenados em freezer a —80 °C
foram descongelados a temperatura ambiente,
e homogeneizados com 9 mL de tampdo fosfato
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(KCl 140 mM, fosfato 20 mM pH 7,4) por grama de
tecido. Acrescentou-se ao homogeneizado fluoreto
de fenilmetilsulfonil na concentracdo de 100 nM
em isopropanol e na quantidade de 10 uL/mL de
tampdo adicionado, além de um inibidor de prote-
ases. O tecido foi homogeneizado em Ultra-Turrax
(IKA Labortechnik, Staufen, Alemanha) durante
40 s a temperatura de 0 a 2 °C, sendo posterior-
mente centrifugado em centrifuga refrigerada
(Sorvall RC-5B refrigerated superspeed centri-
fuge; DuPont, Wilmington, DE, EUA) por 10 min a
3.000 rpm (1.110 x g). O precipitado foi desprezado
e o sobrenadante retirado, congelado em freezer
em temperatura de —80 °C para ser posteriormente
utilizado nas dosagens. A concentracdo de proteinas
dos homogeneizados foi determinada utilizando-se
uma técnica previamente descrita.('?

Foi realizada a dosagem de thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS, substancias reativas ao
acido tiobarbiturico). As amostras de tecido foram
colocadas em tubo de ensaio e receberam 0,75 mL
de acido tricloroacético 10%, 0,25 mL do homo-
geneizado, 0,5 mL de acido tiobarbiturico 0,67% e
25 mL de agua destilada. Cada tubo foi agitado e
aquecido a 100°C, sendo, posteriormente, resfriado
e acrescido de 1,5 mL de alcool n-butilico. Em
seguida, foi colocado em agitador (Biomatic, Porto
Alegre, Brasil) por 45 s e centrifugado por 10 min
a 3.000 rpm (1.110 x g). Por ultimo, o produto
corado foi retirado e lido em espectrofotometro
(CARY 3E UV-Visible Spectrophotometer; Varian,

Pa0, (mmHg)
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Figura 2 - Pressdo parcial arterial de oxigénio (Pa0,)
nos grupos sham, isquemia e reperfusio (I/R) e
pré-condicionamento  isquémico  (PCl)—analise  de
varidncia nos tempos de coleta: tempo 1 (p = 0,361);
tempo 2 (p = 0,151); tempo 3 (p = 0,658); e tempo 4
(p = 0,789).
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Palo Alto, CA, EUA) com um comprimento de onda
de 535 nm. A concentracdo de TBARS obtida foi
expressa em nmol/mg de proteina.!"

Andélise estatistica

Os dados foram armazenados em planilha
eletronica (MS Excel 7.0; Microsoft Corporation)
e a analise estatistica realizada pelo programa
Statistical Package for the Social Sciences, versdo
12.0 (SPSS Inc., Chicago, 1L, EUA). A comparacio
entre os grupos foi feita por andlise de variancia. O
nivel de significAncia foi de 5% e os dados foram
representados em média e desvio padrdo da média.

Resultados

Nio houve diferenca estatistica significativa
entre os grupos em relacio ao peso dos animais
(p = 0,822) e ao tempo do procedimento cirtrgico
(p = 0,560). Os achados da gasometria arterial,
os valores da pressdo parcial arterial de oxigénio
(Figura 2) e da pressdo parcial arterial de gas
carbonico (Figura 3) ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos expe-
rimentais (sham, 1/R e PCl) nos quatro tempos de
coleta. A pressdo arterial média apresentou queda
gradativa e progressiva durante o periodo de
observacdo em todos os grupos. No entanto, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos estudados (sham, 1/R e PCl) nos quatro
momentos de medida (Figura 4). A quantificacio
dos produtos da peroxidacio lipidica, por meio da
determinacdo das TBARS analisadas nos quatro
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Figura 3 - Pressdo parcial arterial de gas carbonico
(PaC0,) nos grupos sham, isquemia e reperfusdo (I/R) e
pré-condicionamento isquémico (PCl)—analise de variancia
nos tempos de coleta: tempo 1 (p = 0,430); tempo 2
(p = 0,388); tempo 3 (p = 0,225); e tempo 4 (p = 0,249).

J Bras Pneumol. 2008;34(8):583-589

Pilla ES, Vendrame GS, Sanchez PG, Grun G, Fontena E, Forgiarini Jinior LA et al.

grupos (controle, sham, 1/R e PCl) ndo demonstrou
diferenca estatisticamente significativa (p = 0,289;
Figura 5).

Discusséo

A lesdo pulmonar por 1/R consiste em um
fendmeno fisiopatoldégico complexo e multifa-
torial, necessitando a presenca do oxigénio para
sua génese e manutencdo, bem como a ativacio
de fatores vasculares, humorais e celulares. Esta
condicdo ainda permanece como a principal causa
de morbimortalidade no periodo pos-operatorio
do transplante pulmonar. Clinicamente, pode-se
observar desde hipoxemia leve com poucos infil-
trados ao radiograma de torax, até a presenca de
um quadro semelhante a sindrome do desconforto
respiratorio agudo.” A 1/R pode afetar diferentes
orgaos e ocorrer em varias situacdes clinicas, tais
como procedimentos cirurgicos associados ao uso
de circulacdo extracorpdrea, terapia trombolitica,
cirurgia de aorta, tromboembolectomia, hepatec-
tomias e transplante de drgdos.'® Os principais
responsaveis por esse dano tecidual sdo os radi-
cais livres de oxigénio, também conhecidos como
ERO. As células endoteliais e os leucocitos tém um
importante papel nesse fendmeno, uma vez que
a presenca de ERO promove ativacdo e aderéncia
leucocitaria ao endotélio microvascular, resultando
em maior producdo destas moléculas e de enzimas
citotoxicas. Além disso, em presenca de hipdxia,
ocorre aumento da permeabilidade endotelial com
conseqiiente formacio de edema.™”
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Figura 4 - Pressdo arterial média (PAM) sistémicanosgrupos
sham, isquemia e reperfusio (1/R) e pré-condicionamento
isquémico (PCl)—andlise de varidncia nos tempos de
coleta: tempo 1 (p = 0,922); tempo 2 (p = 0,387); tempo
3 (p =0,156); e tempo 4 (p = 0,167).
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Figura 5 - Quantificacdo das thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS, substincias reativas ao acido
tiobarbiturico) nos grupos controle, sham, isquemia e
reperfusdo (I/R) e pré-condicionamento isquémico (PCI).
Andlise de varidncia: auséncia de diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,289).

Na maioria dos orgdos a isquemia ¢ acompa-
nhada de hipoxia tecidual até a reintroducdo do
oxigénio na reperfusio, sendo dessa forma a 1/R
equivalente a hipdxia-reoxigenacdo.'® Entretanto,
o pulméo ¢ considerado o Unico 6rgdo que pode
sofrer isquemia sem hipdxia, pois o oxigénio alveolar
ajuda a manter o metabolismo aerdbico, evitando a
ultima. Dessa forma, no pulméo, o estresse oxida-
tivo resultante da isquemia deve ser diferenciado
daquele resultante da hipdxia.!”

Hipdxia e, conseqlientemente, anoxia resultam
em decréscimo na quantidade de trifosfato de
adenosina intracelular e em aumento nos produtos
de degradacdo daquele, como a hipoxantina, o
que gera a producdo de ERO quando o oxigénio
¢ reintroduzido na reperfusido efou ventilacio.
Durante a isquemia esse fendmeno pode ocorrer
no pulmio se a tensdo de oxigénio alveolar cair
abaixo de 7 mmHg.® A auséncia de fluxo sanguineo
pulmonar resulta em peroxidagdo lipidica mesmo
com a presenca de oxigénio. O mecanismo do
estresse oxidativo ¢ diferente do que ocorre durante
a hipoxia-reoxigenacdo porque ndo esta associado
a diminuicdo de trifosfato de adenosina, podendo
ocorrer mesmo durante o periodo de isquemia fria
em um oOrgdo acondicionado para transplante.!'

O PCl tem sido estudado como uma forma de
diminuir o dano da lesdo de 1/R por promover um
condicionamento por meio de alteracées metabo-
licas, enzimaticas e estruturais, com conseqiiente
protecdo celular para uma posterior lesdo de reper-
fusdo. Esse efeito protetor deve-se ao que alguns
autores tém chamado de tolerdncia a isquemia e
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tolerdncia a reperfusdo.!” Como existem resultados
contraditorios entre alguns estudos, ndo se pode
estabelecer uma relacdo entre episddios repetidos de
PCl e menor dano tecidual da lesdo de 1/R.2*?" Du
et al. foram os primeiros a estudar a diminuicdo na
formacdo de ERO em pulmdes submetidos ao PCl
em modelo de transplante unilateral em ratos.?”
0 efeito do PCl na lesdo de 1/R pulmonar também
foi demonstrado por outros autores em modelos
animais de perfusdo pulmonar isolada,**>>*% 1/R in
situ®?? e transplante pulmonar.?229

Utilizou-se um modelo experimental de lesdo
de 1/R pulmonar em ratos, in situ, baseado em um
modelo estabelecido na literatura e por nés utilizado
previamente.?” No presente estudo, realizou-se PCl
com o clampeamento arterial pulmonar seletivo, sem
oclusdo bronquica e das veias pulmonares. O proto-
colo de PCl utilizado (5 min de isquemia seguido
por 10 min de reperfusio), foi baseado nas obser-
vacoes de um estudo® no qual o PCl de 5 min em
relacdo ao de 10 min resultou em uma melhor troca
gasosa e melhor mecénica pulmonar, além da dimi-
nuicdo na expressdo do fator de necrose tumoral
alfa no lavado broncoalveolar de cdes submetidos a
lesdo de 1/R in situ. Além disso, Du et al. demons-
traram que 5 min de PCl resultou em menor lesdo
de 1/R em modelo de transplante pulmonar em
ratos.”? Utilizou-se no presente estudo o tempo
de reperfusdo de 90 min com base nos achados
de outro estudo® que demonstrou em modelo in
situ de 1/R, por meio de quimioluminescéncia e de
um sistema de monitoramento continuo, que havia
uma producdo continua e crescente de superoxido
até os 90 min de reperfusao.

Nossos resultados ndo demonstraram diferencas
estatisticas entre os grupos na andlise dos gases
arteriais e na quantificacdo dos produtos de peroxi-
dacéo lipidica pelo método TBARS. Esses resultados
diferem dos achados de outros estudos??0-28) em
que foi observada a diminuicdo na lesio de 1/R
com o uso do PCl, porém corroboram os achados
de outro estudo.?” Dois estudos,?>? que avaliaram
o efeito do PCI através de modelo de 1/R in situ
demonstraram uma diminuicdo na lesdo de 1/R. No
entanto, nestes estudos, o PCl foi realizado por meio
do clampeamento hilar total, diferentemente do
clampeamento arterial seletivo da artéria pulmonar
esquerda que utilizamos. Em modelo de trans-
plante pulmonar, o uso do PCl como uma forma
de preservacdo pulmonar demonstrou beneficio,
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tanto em ratos?? quanto em cdes.?® Entretanto,
nesses estudos, o PCl foi realizado pelo clampea-
mento hilar total. Em modelo de perfusio isolada,
um outro grupo de autores® observou o efeito
do PCl em relacdo a complacéncia pulmonar e a
troca gasosa por meio da parada da perfusio (de
5 ou 10 min) com a parada simultdnea ou nio da
ventilagdo. Concluiu-se que houve diferenca signi-
ficativa, com uma melhor complacéncia pulmonar,
apenas nos grupos submetidos a parada da perfusao
e ventilacdo simultaneamente, porém sem diferencas
nas trocas gasosas. Os resultados desse estudo sdo
semelhantes aos que obtivemos, onde o PCl por
clampeamento seletivo da artéria pulmonar nio
diminuiu a lesdo de 1/R pela andlise da gasometria
arterial e da peroxidacéo lipidica.

Em concluséo, os resultados do presente estudo
mostram que o PCl isolado de 5 min por oclusio
seletiva da artéria pulmonar em modelo de 1/R in
situ em ratos ndo foi capaz de atenuar a lesdo de
1/R por meio da andlise dos gases arteriais e da
quantificacdo dos produtos de peroxidacdo lipi-
dica. Estudos futuros devem ser empreendidos para
esclarecimento destes achados.
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