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Modificacdo da técnica de alotransplante pulmonar unilateral em ratos®

Technical modification of unilateral lung transplantation in rats
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Resumo

A crescente demanda de pesquisa em transplantes requer modelos eficientes e baratos que permitam resultados confidveis para que, poste-
riormente, possam ser reproduzidos em animais de grande porte e, finalmente, aplicados clinicamente. O modelo de transplante pulmonar
unilateral esquerdo em ratos tem demonstrado ser uma alternativa util para estes propositos. Apresentamos uma nova variante para esta
técnica, a qual consiste no isolamento e ligadura da artéria pulmonar contralateral, permitindo a circulacdo do sangue somente no pulméao
transplantado. Este modelo ¢ exeqiiivel e reprodutivel; no entanto, o tempo de sobrevida ¢ relativamente curto, ndo permitindo avaliagdo
do pulmio transplantado por periodos superiores a trés horas.

Descritores: Transplante; Pulmao, Modelos Bioldgicos; Ratos.

Abstract

The increasing demand in transplantation research requires efficient and less expensive animal models in order to obtain reliable results
that are reproducible in larger animal models and, ultimately, applied clinically. The model of unilateral left lung transplantation in rats has
proven to be a useful alternative for those purposes. We demonstrate a technical modification of this model, which consists of the isolation
and ligation of the contralateral (right) pulmonary artery, allowing blood circulation exclusively in the transplanted lung. This model is
feasible and reproducible. However, the short survival time restricts the assessment of the transplanted lung to a maximum period of three
hours.
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0O transplante pulmonar apresenta-se atualmente
como a unica alternativa terapéutica para doenga
pulmonar em fase terminal."’.O ntimero crescente
de receptores e a reduzida oferta de doadores conti-
nuam sendo um dos principais obstaculos para o
desenvolvimento dos programas de transplante.(”
No entanto, este procedimento ndo ¢ isento de
riscos e pode apresentar uma série de complica-
cdes no periodo pos-operatorio tanto precoce como
tardio, sendo os fendmenos de isquemia e reper-
fusdo, a rejeicdo aguda e cronica juntamente com
as infeccdes os principais responsaveis pela mortali-
dade apos o transplante.?”

Com o objetivo de diminuir a incidéncia de
complicacoes e de se esclarecerem os mecanismos
envolvidos no processo do transplante pulmonar,
faz-se necessario a reproducio deste cenario em
modelos animais. Vérios modelos de transplante
pulmonar vém sendo propostos e utilizados em
diferentes espécies de animais, tais como coelhos,
ovelhas, cies e porcos.*” No entanto, devido aos
altos custos relacionados e restricbes de manu-
seio e captacdo de animais de médio porte, tem-se
tornado dificil a sua utilizacdo em varios centros
de pesquisas. Assim sendo, a escolha natural recai
sobre animais de pequeno porte. Ainda em 1971,®
foram relatados os primeiros resultados da técnica
de transplante pulmonar em ratos; entretanto, as
dificuldades técnicas inerentes ao procedimento,
mormente no que tange a confeccdo das anasto-
moses e seu aprendizado, impediram sua utilizacdo
em larga escala. Mais recentemente, a introducio
da técnica de anastomoses utilizando manguitos
(cuf#) por alguns autores em 1989, facilitou em
muito a realizacdo dos experimentos, popularizando
o uso dos cuf#s. Desde entdo, diversas modificacdes
tém sido publicadas ressaltando a excelente quali-
dade deste modelo para o estudo das repercussdes
resultantes do transplante pulmonar.(o-1?

Neste artigo, demonstramos o modelo de
transplante pulmonar unilateral em ratos, sua
reprodutibilidade em nosso meio e a introdugdo
de uma variacdo na técnica ainda ndo descrita na
literatura, para a avaliacdo especifica do pulméo
transplantado.

Foram utilizados ratos da raca Wistar pesando
entre 300-400 g. Todos os animais foram tratados
conforme o Ethical Code for Animal Experimentation
da Organizacio Mundial da Saude.'¥ Cada animal
doador era anestesiado em camara com halotano,
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seguido por administracdo de ketamina (50 mg/
kg) e xilazina (15 mg/kg), por via intraperitoneal.
O animal era traqueostomizado com um cateter de
venopungdo tipo Abocath” #14 (Abbott Laboratories,
Abbott Park, 1L, EUA) e submetido a ventilacio
controlada a volume: capacidade vital, 10 mL/kg;
freqiiéncia respiratdria, 65 rpm; e pressao expiratoria
final positiva, 2 cmH,0. Posteriormente, procedia-
se uma toracotomia bilateral longitudinal através
das linhas hemiclaviculares, com seccdo transversa
ao nivel do apéndice xiféide. Apds a administracio
endovenosa de heparina (100 Ul/100 g), seccionava-
se a veia cava inferior, a aorta toracica e as auriculas
direita e esquerda para a perfusdo da solucdo de
preservacdo. Procedia-se com a secgdo e canulacdo
da artéria pulmonar com um cateter de venopuncio
#16 (Figura 1a) e iniciava-se a perfusio pulmonar
com 20 mL de solucdo de preservacdo (Perfadex”;
Vitrolife, Goteborg, Suécia) com uma pressio de
30 cmH,0, a 4 °C. Durante todo o procedimento
o pulmio era ventilado com oxigénio a 100%.
Terminada a perfusdo, e com os pulmdes semi-insu-
flados, ligava-se a traquéia e procedia-se a extra¢io
do bloco cardio-pulmonar. A seguir, eram isolados
os elementos do hilo pulmonar esquerdo (Figuras 1b
e 1¢) e inseridos os cuf# (confeccionados a partir de
cateteres de venopuncdo #14 ou #16 com 3 mm de
extensdo, que apresentam uma lingiieta na sua base
com 1,5 mm) (Figura 1e). O cuff#16 era sustentado
pela sua lingiieta e com o auxilio de duas pingas
microcirurgicas a artéria pulmonar passava através
do cuff, e invertia-se o endotélio desta ao redor da
circunferéncia do cuf7 sendo esta fixada por um fio
monofilamentar 7-0 ou 8-0 (Figura 1d). O mesmo
procedimento era realizado para o bronquio e veias
pulmonares utilizando cuffs #14. Apds o preparo
do pulmio para transplante, este era armazenado
a temperaturas entre 4 °C e 8 °C por periodos vari-
aveis de tempo, dependendo do objetivo de cada
experimento.

0O animal receptor era sedado, anestesiado e
intubado via orotraqueal. Posteriormente, eram
selecionados os parametros ventilatorios previa-
mente descritos para o doador e canulada a artéria
cardtida direita ou esquerda, com um Abocath’
#24 para monitorizagdo hemodindmica. O animal,
em decubito lateral direito, era submetido a uma
toracotomia postero-lateral esquerda no 5° espaco
intercostal. Apos liberado o ligamento pulmonar, o
pulméo esquerdo era exteriorizado e mantido fora da
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Figura 1 - Técnica de transplante experimental: a) Perfusdo com cateter pelo tronco da artéria pulmonar (seta); b)
Preparo para disseccdo do hilo pulmonar esquerdo apoiado sobre um cotonete; ¢) Sendo identificados: bronquio (seta)

e veias pulmonares (seta pontilhada); d) Colocacdo dos cu/# nas respectivas estruturas hilares; e e) Dimensdes do cuff
(manguito).
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cavidade toracica por um clipe metélico (Figura 2a).
Depois de isoladas as estruturas hilares (artéria,
bronquio e veia), estas eram clampeadas com um
clampe hemostatico. Estas estruturas eram envol-
vidas com um fio de sutura de 7-0 ou 8-0 pronto
para ser amarrado assim que cada estrutura fosse
canulada. O implante iniciava-se através da seccdo
da parede lateral da artéria na sua por¢io ventral,
progredindo-se cuidadosa e lentamente o cu/7 da
artéria do doador para dentro da artéria receptora e
a fixacdo desta com aquele fio de sutura colocado
previamente ao redor da artéria (Figura 2b). Este
mesmo procedimento era realizado para o bronquio
e a veia, respectivamente e nesta ordem. Uma vez
implantado o pulméo, procedia-se com a abertura

do clampe brdonquico, seguido da veia e artéria
respectivamente (Figura 2c), com posterior retirada
do pulmio esquerdo do receptor. Apds o término
do transplante, era realizado o clampeamento do
pulmdo contralateral. Esta variante do modelo
original permite a avaliacdo exclusiva do pulméo
transplantado (Figura 2d). Este procedimento é
realizado pela mesma incisio da toracotomia,
retraindo-se o pulmio transplantado em projecao
anterior com o auxilio de um cotonete, disseca-se
a face mediastinal posterior, permitindo a identifi-
cacdo do hilo pulmonar direito e facilitando o seu
clampeamento. A oclusdo do hilo pulmonar direito
pode ser realizada em bloco ou efetuada apenas a
ligadura da artéria pulmonar direita. Esta variacdo

Figura 2 - Técnica de transplante experimental: a) Exposi¢do do hilo esquerdo, utilizagdo de clipe metélico para manter
pulmio esquerdo em posicdo; b) Anastomose arterial: Abertura no dorso da artéria pulmonar do receptor (seta) que
permitird a progressdo do cuffcolocado na artéria do doador; c) Término das anastomoses com, abertura dos clampes e
fase inicial da reperfusdo; e d) Ligadura do hilo pulmonar contralateral (direito) através da elevacdo do brénquio esquerdo
(seta) que permite a visualizacio do bronquio direito através de disseccdo do mediastino posterior (seta pontilhada).
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depende exclusivamente do objetivo do estudo
a ser realizado. Quando realizada a oclusdo total
do hilo pulmonar, deve-se reduzir o volume de ar
corrente para 5 mL/kg, para evitar a hiperinsuflacdo
do pulmio transplantado e conseqiiente lesdo indu-
zida pelo ventilador. Na eventualidade de ligadura
da artéria pulmonar contralateral apenas, o volume
corrente permanece o mesmo. Também podem ser
realizados clampeamentos temporarios da artéria
pulmonar direita com o objetivo de coletar gaso-
metrias arteriais que representem apenas a troca
gasosa do pulmao transplantado. Apos realizado o
transplante e o clampeamento hilar contralateral,
o pulmio ¢ insuflado e a parede toracica fechada
por planos. Terminado o periodo de observacio, ¢
realizada a extracdo do bloco cardiopulmonar sendo
este fixado em paraformaldeido a 4% ou armaze-
nado a =70 °C.

Entre janeiro de 2001 e dezembro de 2004,
foram realizados 80 transplantes pulmonares unila-
terais esquerdos com ligadura somente da artéria
pulmonar direita. O tempo médio de isquemia fria
foi de 120 min. O tempo total de execucdo dos
procedimentos de extracdo e implante raramente
ultrapassou os 60 min. A sobrevida maxima apos
o fechamento do torax foi de 160 = 23 min. Estes
animais foram utilizados em diferentes projetos,
portanto, ndo serdo apresentados resultados especi-
ficos relativos aos experimentos e sim, tdo somente
a descri¢do da técnica."™

O modelo de transplante pulmonar unilateral
em ratos tem sido utilizado em varios centros de
pesquisa para avaliagdo das repercussdes resul-
tantes deste procedimento. Este modelo permite
reproduzir-se o fendmeno de isquemia e reper-
fusdo apds transplante de o6rgdos analogo ao que
ocorre em animais de maior porte e mesmo em
situagdo clinica. Este fendmeno ¢ uma compli-
caciio precoce e grave do transplante pulmonar,!'®
cuja lesdo caracteriza-se por um dano alveolar nédo
especifico, edema pulmonar e hipoxemia que se
instalam dentro das primeiras 72 h apds o trans-
plante,'"” constituindo-se ainda hoje uma causa
importante de mortalidade precoce em transplante
pulmonar.”? Este modelo presta-se ao estudo das
complicacdes relacionadas a rejeicdo aguda ou
cronica, principalmente devido a possibilidade de
manter os animais vivos por periodos variaveis de
tempo. A curva de aprendizado do procedimento
ainda ¢ demorada, pois requer que o pesquisador
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se familiarize com a anatomia do rato, com o uso
de instrumental de microcirurgia e do microscopio
cirurgico. Ndo obstante tais dificuldades, a possi-
bilidade de execugdo por um unico pesquisador,
em adicdo ao seu baixo custo e a simplificacdo da
técnica pelo uso dos manguitos (cuf7%), findaram
por permitir sua aplicagdo em diversas situacoes
com excelentes resultados.!'®29 A ligadura da artéria
pulmonar contralateral introduzida neste modelo,
durante todo o periodo de observacdo, potencializa
os efeitos da lesdo de reperfusdo por mecanismos de
hiperfluxo para o pulméo transplantado, servindo
ao proposito de estudos que necessitem exclusdo
do pulmdo nativo para avaliacoes fisiologicas. Em
contrapartida, sua inclusdo aumenta o grau de
dificuldade da técnica e a mortalidade global do
experimento. Este modelo difere de outros, nos
quais ocorre a exclusdo da artéria pulmonar contra-
lateral nos 5 min finais do periodo de observacio
por meio de uma esternotomia.?”

Concluimos que o transplante pulmonar em
ratos ¢ exeqiiivel, produz resultados confidveis e
reprodutiveis, apresenta-se como uma alterna-
tiva util e menos dispendiosa se comparado aos
modelos de transplante em animais de maior porte.
Ademais, tem-se mostrado capaz de reproduzir
alguns dos fendmenos que ocorrem comumente
na pratica clinica dos transplantes, tornando-se
uma opcdo pratica e vidvel para pesquisa nesta
area. Ndo obstante o periodo de sobrevida relati-
vamente curto, a variante da técnica apresentada
neste artigo, mostra-se util para estudos agudos
que permitam verificar principalmente os efeitos da
fase inicial do transplante somente sobre o pulmio
transplantado.
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