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RESUMO

Santana AC. Estudo dos efeitos imunomoduladores da talidomida em modelo
experimental de morte encefalica [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo; 2021.

Nos ultimos 50 anos, o transplante de figado tem evoluido rapidamente,
despontando como terapia definitiva para a insuficiéncia hepatica em estagio
terminal. A grande maioria dos figados usados para transplantes sao obtidos
de doadores com diagndstico de morte encefalica (ME). A ME é caracterizada
por uma resposta inflamatéria generalizada que resulta em deterioracdo dos
orgaos periféricos. Esse processo € mediado principalmente por citocinas, que
amplificam a imunogenicidade do enxerto. Nesse contexto, investigamos a
resposta imunolégica em um modelo de ME e analisamos os efeitos da
talidomida, uma droga com propriedades imunomoduladoras. A ME foi induzida
em ratos Lewis machos. Foram estudados 3 grupos: Controle (animais sham-
operados); ME (animais submetidos a ME através do aumento da pressao
intracraniana); ME + Talidomida (animais submetidos a ME tratados com
talidomida). 6 horas apdés a ME, analisamos a PAM, os niveis plasmaticos das
enzimas AST, ALT, LDH, ALP, além da expressdo de mediadores da resposta
imune (TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-10) no tecido hepatico e na circulacdo sistémica.
Além disso, determinamos a expresséo génica de MHC Classe | e MHC Classe
I, bem como o infiltrado de macréfagos no figado. Ensaios de Gel-Shift e
Super-Shift também foram realizados para avaliar a atividade do NF-kB e o
envolvimento das subunidades p50, p65 e c-Rel no tecido hepatico. As
propriedades imunomoduladoras da talidomida foram eficazes em reduzir as
citocinas pro-inflamatérias (local e plasmatica), além do infiltrado de
macréfagos, levando a uma melhora da lesdo hepatica, determinada pela
reducdo das enzimas circulantes. Os efeitos da talidomida ocorreram,
possivelmente, por meio da supressdo da ativacdo do NF-«B. Tomado em
conjunto, esses resultados apresentam fortes evidéncias que os efeitos
imunomoduladores da talidomida parecem prevenir o aumento da
imunogenicidade no tecido hepéatico durante a ME, um processo
aparentemente mediado pela atividade do NF-«xB. Ademais, esses achados
fornecem importantes insights para a utilizacdo da talidomida como droga
imunossupressora e, talvez, como um alvo para futuras terapias direcionadas
para melhorar a imunogenicidade do enxerto e, consequentemente, no impacto
potencial da sobrevida do 6rgao transplantado.

Descritores: Morte encefalica; Transplante de 6rgéos; Talidomida; Inflamacéao;
Citocinas; NF-«xB.



ABSTRACT

Santana AC. The immunomodulatory effects of thalidomide in the experimental
model of brain death  [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Over the past 50 years, liver transplantation has advanced dramatically and is
considered the definitive therapy for end-stage liver failure. A vast majority of
the livers used for transplantation are obtained from brain-dead donors. Brain
death (BD) is characterized by a generalized inflammatory response that results
in multiorgan damage. This process is mainly mediated through cytokines,
which amplify the graft immunogenicity. Thus, we investigated the
immunological response in a brain death liver donor model and analyzed the
effects of thalidomide, a drug with powerful immunomodulatory properties. BD
was induced in male Lewis rats. We studied three groups: Control (sham-
operated rats), BD (rats subjected to brain death by increasing intracranial
pressure) and BD + Thalidomide (BD rats receiving thalidomide after brain
death). 6 hours after BD, serum levels of AST, ALT, LDH, and ALP as well as
systemic and hepatic levels of TNF-q, IL1-B, IL-6, and IL-10 were analysed. We
also determined the mRNA expression of MHC Class | and Class Il, NF-kB, and
macrophage infiltration. NF-kB was also examined by Gel-Shift, and p50, p65
and c-Rel subunits by Super-Shift. The immunomodulatory properties of
thalidomide were effective in decreasing systemic and local pro-inflammatory
cytokines, as well as inflammatory cell infiltration, leading to an improvement of
liver damage as reflected in decreased hepatic enzymes levels. Furthermore,
the immunomodulatory effects of thalidomide possibly were through
suppression of NF-xB activation. In addition, these data show evidence of
potent immunomodulatory effects of thalidomide that appear to prevent
increased immunogenicity. Taken together, these data provide key insights into
the understanding of the immune response in brain dead organ donor, as well
as to the potential use of thalidomide as a immunosuppressant and, perhaps,
as a target for future therapies directed towards ameliorate the graft
immunogenicity, and beneficial effect in outcome after transplantation.

Descriptors: Brain death; Organ transplantation; Thalidomide; Inflammation;
Cytokines; NF-«B.
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

O tratamento para diversas condi¢cdes clinicas caracterizadas pelo
comprometimento morfologico e funcional grave e irreversivel de 6rgaos ou
tecidos teve um avanco significativo na segunda metade do século XX, com o
advento do transplante de 6rgdos, um dos grandes marcos na histéria da

medicina [Barker et al., 2013].

No entanto, os avangos no aprimoramento dessa modalidade de tratamento
esbarram em uma série de dificuldades, que vao desde a escassez de 6rgaos
para transplante até a natureza agressiva dos procedimentos cirlrgicos e a
dependéncia crbnica de drogas imunossupressoras, responsaveis por uma

ampla gama de efeitos adversos [Pratschke et al., 2001].

Atualmente, a grande totalidade dos 6rgéos disponiveis para transplante sao
procedentes de doadores com diagnéstico de morte encefalica, cujos
impactos negativos na sobrevida do enxerto transplantado, vem sendo cada
vez mais confirmados na literatura [Floerchinger et al.,, 2012; Danobeitia,
2012]. De fato, estudos mostram que a morte encefalica é intrinsecamente
capaz de induzir diversas alteracdes sistémicas, resultando em instabilidade
hemodinamica, alteragcbes hormonais, hipotermia, distdrbios bioquimicos e
metabolicos, além de resposta inflamatodria intensa generalizada [Van der
Hoeven et al.,, 2001]. Consequentemente, tais alteragbes contribuem para a
deterioracédo progressiva da funcdo dos orgaos acometendo a viabilidade do

enxerto no periodo pés-transplante [Van der Hoeven et al., 2001].
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Apesar dos avancos alcancados no entendimento dos mecanismos
fisiopatoldégicos da morte encefalica, a compreensdo dos mecanismos
imunologicos, nesta circunstancia, ainda exerce um papel patogénico
importante, comprometendo a eficacia desta modalidade terapéutica
[Floerchinger et al., 2012]. Portanto, admite-se que a morte encefalica é

considerada um importante fator de risco para o transplante de 6rgaos.

Devido a inexisténcia de alternativas terapéuticas especificas para o controle
da resposta imunolégica durante a morte encefalica, a utilizacdo de terapias
de imunomodulacédo é de extrema importancia [Bugge, 2009]. Nesse contexto,
talidomida, uma droga com potentes propriedades imunomodulatorias,
representa uma promissora estratégia terapéutica sobre a resposta
imunologica em doadores de 6érgdos com diagnoéstico de morte encefalica

[Smith, 2004; Majumdar et al., 2002].
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Morte Encefalica

A notavel influéncia exercida pelo documento denominado “Relatério de
Harvard”, publicado em 1968, alterou a experiéncia humana sobre a
redefinicAo de morte [Ad Hoc Committee of the Harvard Medical School,
1968]. Tal pressuposto filoséfico entrelaca questdes cientificas
neurofisiolégicas com a hermenéutica do significado da vida humana, ou seja,
€ implicito estudar morte encefalica por referéncia a doacédo e transplante de

orgaos.

Ha poucos anos, a morte encefalica comecou a ser mais bem entendida,
tanto com estudos clinicos como experimentais [Pratschke et al., 2001]. Os
mecanismos fisiopatologicos envolvidos na patogénese da morte encefalica
sdo semelhantes, independente da agressao neurolégica. Os efeitos
prejudiciais da oxigenacdo inadequada resultam em alteracBes bioquimicas e
imunoldgicas secundarias, as quais levam a formacédo de edema, aumento da
pressado intracraniana e, consequentemente, interrupcdo generalizada do

fluxo sanguineo e necrose do tecido cerebral [Van der Hoeven et al., 2001].

Atualmente, o valor prognostico da morte encefélica vem sendo reconhecido.
De fato, diversos estudos mostraram que a morte encefalica induz
deterioracdo estrutural e funcional dos oOrgdos de potenciais doadores,
constituindo uma importante complicacdo no periodo pés-transplante [Martins

et al.,, 2006]. Portanto, o estudo desses mecanismos envolvidos na morte
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encefalica, pode representar um importante avanco no entendimento do

impacto da morte encefalica no doador de 6rgaos.

2.2 Aspectos Historicos e Diagnostico da Morte Encefalica

O diagndstico de morte enceféalica tem evoluido ao longo do tempo. Em 1959
0s neurologistas franceses Mollaret e Goulon, apds avaliarem 23 pacientes
em coma, publicaram o The depassed coma: preliminary memoir (coma
dépasée) [Mollaret et al., 1959]. O coma dépasée ou “estado de coma
irreversivel” ou, literalmente, “coma ultrapassado” foi descrito como um estado
de coma irreversivel, sem reflexos com comprometimentos da consciéncia

apos lesao cerebral [Mollaret et al., 1959].

Ademais, caracterizava-se pela imobilidade do globo ocular, midriase
paralitica, auséncia de degluticdo, auséncia de resposta motora, auséncia de
respiragdo espontanea, descontrole da temperatura corporal e
eletroencefalograma isoelétrico [Mollaret et al., 1959]. Mollaret e Goulon
usando a expressao coma dépasée, idealizavam descrever as condi¢cdes dos
pacientes que, devido as terapias de reanimacao, ainda continuavam a vida,

embora destinados a morrer em breve.

Em dezembro de 1967, com a realizagdo do primeiro transplante cardiaco na
Africa do Sul, pelo cirurgido Christian Barnard, a comunidade cientifica
observou a necessidade de elaborar critérios mais especificos para
determinacdo do coma irreversivel e, consequentemente, quais pacientes

poderiam ser elegiveis para doacao de 6rgédos [Brink et al., 2009].
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Nesse contexto, € importante salientar que Mollaret and Goulon mencionavam
varias questdes sobre dilemas éticos: “Temos o direito de interromper a
ressuscitacdo usando critérios que tentam definir os limites da vida e da
morte?”, “O suporte de vida deve ser mantido enquanto ha batimentos
cardiacos e perfusdo dos 6rgaos vitais?”. “E as questoes religiosas?”. Goulon
também argumentava que o “coma dépasée” € uma condi¢cdo perturbadora
para o observador, que o levava a questionar. “onde mora a alma do

paciente?” [Goulon et al., 1971].

Ao discutir o fendmeno da morte cerebral, em 1968 a Faculdade de Medicina
de Harvard, organizou um comité “Ad Hoc Committee of the Harvard Medical
School” composto por 11 profissionais de diferentes areas (7 médicos, 1
jurista, 1 bidélogo, 1 sociélogo e 1 historiador) que definiram os critérios que
conceituaram o estado de coma irreversivel [Ad Hoc Committee of the

Harvard Medical School, 1968].

Um novo documento foi elaborado, equiparando a morte cerebral do
organismo a condigdo que os franceses haviam chamado de “coma dépasée”
e, portanto, pela primeira vez era indicada com a expressao “irreversible
coma”, ou seja, a mesma condicao clinica que antes indicava um progndstico
infausto, agora passava a ser diagnostico de morte com rigorosos critérios

clinicos.

“Nosso principal objetivo é definir como um novo critério de morte e coma
irreversivel. Impde-se a necessidade de uma definicAo por motivos: 1) o

aperfeicoamento das medidas de reanimacdo e de prolongamento da vida



REVISAO DA LITERATURA [EN

produziu um compromisso sempre maior para salvar pessoas atingidas por
lesdes desesperadamente graves. As vezes esses esforcos tém um éxito
somente parcial e aquilo que temos a nossa frente é um individuo cujo
coracdo continua batendo, embora com um cérebro irremediavelmente
prejudicado. O peso dessa situacdo € enorme, ndo somente para 0S
pacientes, mas também para as respectivas familias, para os hospitais e
todos aqueles que estdo necessitando de leitos jA& ocupados por esses
pacientes em coma; 2) os critérios de morte, obsoletos, podem desencadear
controvérsias na procura de 6rgdos para os transplantes” [Ad Hoc Committee
of the Harvard Medical School, 1968, traducdo nossa]. Assim, nascia a nova
definicdo de morte, que iria, com o0 tempo, substituir a tradicional morte

definida por meio parada cardiorrespiratoria.

Em 1976 no Reino Unido, durante a Conference of Royal College of Medicine,
as associacfes meédicas discutiram sobre os critérios de morte de tronco
encefalico, mediante documentos que estabeleciam rigorosos diagnosticos
visando o desligamento do ventilador mecanico, na certeza que o paciente
com lesdo irrecuperavel de tronco encefalico, ndo teria chances de
recuperacédo [De Georgia, 2014]. Consequentemente, definiu-se que a morte
do tronco encefalico significaria a morte do paciente, independentemente do

prognastico cardiaco.

Atualmente, a definicAo de morte encefalica esta intimamente ancorada nas
diretrizes estabelecidas pela American Academy of Neurology (AAN). O
diagnostico é baseado em uma abrangente avaliacdo clinica neurolégica com

auséncia de reflexos do tronco cerebral e apnéia. E imprescindivel que o
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paciente tenha lesdo encefalica de causa conhecida e irreversivel, exames de
imagem que justifijuem a causa do coma, auséncia de disturbios
hidroeletroliticos, acido-basicos, endocrinologicos e de intoxicacdo exodgena,
hipotermia (temperatura central >36°C), auséncia de movimentos respiratorios
espontaneos e de farmacos com acao depressora do sistema nervoso central
(SNC), além de PAS 2100mmHg. Vale mencionar, contudo, que a AAN exclui
a obrigatoriedade da realizacdo de exame complementar em todos os

pacientes [Shewmon et al., 2011].

Estas avaliacbes podem estar acompanhadas de exame complementar que
demonstre, de forma inequivoca, a auséncia de circulagdo sanguinea
intracraniana ou atividade elétrica cerebral, ou atividade metabolica cerebral.
Os principais exames complementares utilizados sao: doppler transcraniano
(DTC), angiografia cerebral, eletroencefalograma (EEG), cintilografia e
SPECT cerebral. Ademais, para a escolha do exame complementar os
aspectos clinicos também devem ser considerados [Shewmon et al., 2011;

Wijdicks et al., 2010].

No Brasil, de acordo com a lei n° 9.434 de 04 de fevereiro de 1997, que
dispde sobre a retirada de 6rgédos, tecidos e partes do corpo humano para fins
de transplante e tratamento, determina em seu artigo 3° que compete ao
Conselho Federal de Medicina (CFM) definir os critérios para diagnostico de
ME. Assim, a Resolugdo n°® 2.173, de 23 de novembro de 2017, define os
critérios do diagnostico de ME [Resolugcdo n° 1.480/97 do CFM, 1997].

Basicamente, a resolucédo do CFM segue as mesmas diretrizes definidas pela
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AAN. A principal diferenca € que no Brasil a realizacdo do exame

complementar € obrigatéria.

Dessa maneira, a resolucdo do CFM define que a morte encefalica sera
caracterizada através da realizacdo de exames clinicos e complementares
durante intervalos de tempos variaveis, especificos para determinadas faixas

etarias.

Os intervalos minimos entre as duas avaliacfes clinicas necessérias para a
caracterizacdo de morte encefalica foi definido por faixa etaria. Além disso, 0s
testes clinicos sdo realizados para avaliar as caracteristicas do coma néao
perceptivo e a auséncia de reflexos do tronco cerebral. Deve-se observar o
estado de inconsciéncia permanente, com auséncia de resposta motora
supraespinhal a qualquer estimulo. Além disso, avaliam-se os reflexos
fotomotor, cérneo-palpebral, oculocefalico, vestibulo-calérico e de tosse

[Resolucéo n° 1.480/97 do CFM, 1997].

A realizacdo da prova de apnéia é obrigatéria para determinar o diagnéstico
de morte encefalica. Define-se apnéia pela auséncia de movimentos
respiratérios espontaneos, apos estimulo maximo do centro respiratério. Para
tanto, o paciente deve possuir uma oxigenacao satisfatoria (acima de 94%) e
pressdo parcial de PaCO2 entre 35 e 45 mmHg. A auséncia de drive
respiratorio € avaliada por meio da retencéo de CO2 [Resolucdo n° 1.480/97

do CFM, 1997].

No contexto mundial, todos os paises exigem a realizacdo dos testes

neurologicos que determinem auséncia de reflexos do tronco encefalico. No
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entanto, os paises diferem sobre os critérios legais para iniciar e determinar o
diagnéstico de morte encefélica. Na Argentina, México e Holanda, o exame
complementar também € obrigatério, enquanto em outros, como Alemanha,
Dinamarca, Portugal e Russia, o0 exame complementar é opcional [Dosemeci
et al., 2004]. Em paises como Bélgica, Noruega, Suica, Finlandia e Holanda,
o exame clinico para o diagnostico de morte encefalica é realizado apenas

uma vez.

Em virtude do diagndstico de morte encefalica, as indicacGes para transplante
de 6rgdos estdo se tornando cada vez mais eficazes, levando a uma
expansdo no numero de potenciais doadores de o6rgaos, contribuindo na
melhora e perspectiva do tempo, bem como na qualidade de vida de

pacientes doencas em estagio avancado.

2.3 Disturbios Bioquimicos da Morte Encefélica

Os efeitos prejudiciais da morte encefélica resultam em uma cascata
complexa de eventos, culminando em varios distarbios bioguimicos em todas
as células do SNC, as quais levam a perda neuronal e a lesdo axonal difusa,
bem como alteracdes morfolégicas com o comprometimento funcional das
células da glia [Floerchinger et al., 2012; Bramlett et al., 2004; Pratschke et

al., 2005].

As alteracOes bioquimicas encefalicas (primarias e/ou secundarias) envolvem
varios aspectos, tais como o0 excesso de excitacdo (L-glutamato e L-

aspartato) por meio dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) em células
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neuronais. Essa excitacdo altera a permeabilidade da membrana celular
induzindo influxo de Ca?* e Na*, bem como ativagdo da calcineurina e
calmodulina. Estes mecanismos, por sua vez, modulam varias atividades
bioldgicas, caracterizadas por neurodegeneracdo, excitotoxicidade, hipoxia,
atividade pro-inflamatoria, disfuncdo mitocondrial e ativacdo do éxido nitrico

(NO) [Syntichaki et al., 2003; Faden et al., 1989; Rothman et al., 1986].

Caracteristicamente, a excitotoxicidade induz despolarizacdo da membrana
mitocondrial, podendo desencadear aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio e, conseguentemente, levar as células a morte por
apoptose [Chen et al., 2017]. Além disso, o K* é liberado do meio intracelular
e absorvido pelos astrocitos circunjacentes, na tentativa de restringir o
desequilibrio iénico, induzindo edema celular e destruicdo axonal [Hoane et

al., 2000].

O NO, por sua vez, influencia a lesdo encefélica por diferentes formas,
dependendo do local, mecanismo de inducdo, sintese e concentracdo. A
molécula de NO é um gas radical livre (pois apresenta um elétron
desemparelhado na orbita externa), altamente instavel e com grande acédo
vasodilatadora. E sintetizado por enzimas denominadas 6xido nitrico sintase

(NOS) a partir do substrato L-arginina [Chen et al., 2017].

As NOS sao representadas por trés isoformas, as quais desempenham
diferentes niveis de controle nas diferentes fungbes exercidas pelo NO: a
isoforma identificada nos corpos celulares neuronais do SNC (nNOS), a

identificada em células endoteliais e no plexo coroide (eNOS) e a identificada
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em macrofagos, células da glia, aléem de células tumorais em resposta a

citocinas inflamatérias (iNOS) [Garry et al., 2015].

O NO é livremente difusivel e atravessa as membranas celulares, podendo
atuar na transmissao sinaptica, na plasticidade neuronal, na regulacdo do
fluxo sanguineo do SNC, na amplificacdo da resposta inflamatéria, bem como
na formagdo da memdria e transmissédo de sinais de dor [Garry et al., 2015;

Charriaut-Marlangue et al., 2013].

No encéfalo os efeitos do NO podem ser classificados em neuroprotetores,
neurotoxicos e deletérios, dependendo da etiologia do insulto encefalico
(isquémica, traumética ou hemorragica) e da isoforma precursora na sua
sintese. De fato, estudos em modelos experimentais de acidente vascular
encefalico isquémico (AVEI) mostraram que as isoformas iINOS e nNOS
induzem efeitos neurotéxicos e deletérios, enquanto as eNOS exerceram

efeitos neuroprotetores [ladecola, 1997].

Por outro lado, evidéncias revelaram que 0s mecanismos de ativacdo das
eNOS também estdo relacionados com lesdo neuronal difusa [Srivastava et
al., 2012]. De fato, o desacoplamento funcional das eNOS do seu cofator
tetraidrobiopterina (BH4) ocorre apdés insulto cerebral isquémico. As eNOS

desacopladas, contribuem para a formacao de superoxidos ao invés de NO.

Os superoxidos, por sua vez, reagem com o NO dando origem ao anion
peroxinitrito. O peroxinitrito oxida a BH4 ao subproduto inativo diidrobiopterina
(BH2), de modo que a relacdo BH2/BH4 € um indicador relevante da sintese de

NO bioativo pela eNOS. Portanto, uma vez formado, o peroxinitrito (molécula
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altamente reativa) causa lesfes oxidativas no SNC devido suas acdes

neurotdxicas [Garry et al., 2015].

Concomitantemente, tal condi¢cdo priva 0 microambiente da bioatividade do
NO, comprometendo o metabolismo aerdbio dos neurdnios, acentuando e
leséo cerebral secundéria [Garry et al., 2015]. Além disso, a deple¢do de NO
tem sido associada ao aumento dos niveis de P-selectina que, por sua vez,
estimula a formacdo de trombos, amplificando a hipéxia e a disfuncao
neurofisiolégica global [Garry et al., 2015]. Os mecanismos dessa aparente
dualidade das eNOS sédo complexos e nao estdo elucidados até o momento,
mas podem envolver processos especificos associados com o mecanismo de

inducao e o tempo do insulto isquémico encefalico.

Outra via que ainda pode contribuir na patogénese da morte encefalica € o
NO proveniente das INOS apds traumatismo cranio encefalico (TCE). Estudos
revelaram que a expressao das iINOS é significativamente induzida, atingido
picos de concentracdo entre 1-2 dias ap0s o trauma [Wada et al., 1998]. Em
paralelo, foi relatado que a expressao das INOS relaciona-se com ativacao
das micréglias, levando a toxicidade de neurbnios e oligodendrdcitos, evento
essencial na patogénese da morte encefélica. Ademais, analises mais
recentes sustentam a importancia das INOS na regulagdo do processo

neuroinflamatorio nos estagios agudos do TCE [Clark et al., 1996].

Fortalecendo essas observacdes, um estudo clinico conduzido em pacientes
com trauma enceféalico, usando ronopterina (VAS-203), um inibidor de NOS
que age preferencialmente nas iINOS, mostrou melhora neurolégica

significativa com base na escala de glasgow [Stover et al., 2014].
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Outros estudos também indicam que a expressao e/ou atividade da eNOS
esta intimamente relacionado ao vasoespasmo cerebral, apos hemorragia
subaracnoidea (HSA). De fato, o vasoespasmo promove diminuicdo dos
niveis de monofosfato de guanosina ciclico (GTPc) e nitritos no liquido
cerebroespinal (LCR). Sob essas condi¢cdes, o endotélio sofre disfuncao,
culminando em diminuicdo dos niveis de NO ao redor da parede vascular

[Chen et al., 2017].

Além disso, a dimetil arginina assimétrica (ADMA) € um exemplo bem
conhecido que pode levar a reducao funcional das eNOS, ndo apenas por
induzir a producdo de radicais superoxidos, mas também por interferir na
clivagem oxidativa da bilirrubina no LCR hemorragico [Chen et al., 2017;
Cooke, 2000]. A formacdo da ADMA ¢é favorecida em condi¢cdes de estresse

oxidativo [Cooke, 2000].

Boa parte da complexidade dos disturbios bioquimicos na morte encefélica
pode ser atribuida aos efeitos do NO, constituindo-se, nessa condi¢do, um

importante alvo de intervencgdes terapéuticas.

2.4 Manifestagdes Imunolégicas da Morte Encefalica

Outro fator que deve ser levado em consideracao esta relacionado com a
resposta imunolégica, observada na génese e progressdo da morte
encefalica. Independente da etiologia do insulto neurolégico, a fase
secundaria caracteriza-se por um intenso processo neuroinflamatério. Esse
processo envolve a ativacdo da microglia e dos astrécitos, além da liberacéo

de mediadores inflamatérios no cérebro e recrutamento de células imunes
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periféricas [Xiong et al., 2018]. A microglia e os astricitos sédo ativados por
diversos mecanismos, especialmente por espécies reativas de oxigénio.
Consequentemente, a ativacdo dessas células resulta na producdo de
mediadores imunolégicos que amplificam a resposta inflamatéria local,

impedindo a recuperacgdo das func¢des neurologicas [Lakhan, et al., 2009].

A micréglia constitui a primeira linha de defesa no cérebro, sendo capaz de
sintetizar e liberar citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, IL-1p e IL-6,
bem como moléculas potencialmente citotdxicas, incluindo prostaglandinas e
NO [Watts et al., 2013]. A microglia e os astrécitos também produzem
espécies reativas de oxigénio, culminando em neurodegeneracdo [Wang et
al., 2014]. E evidente, portanto, que as vias de sinalizacdo do estresse

oxidativo e da resposta inflamatéria, possuem mecanismos bidirecionais.

Outro aspecto importante sdo as complicacdes vasculares decorrentes da
disfuncdo endotelial. De fato, o endotélio como interface entre as moléculas
circulantes e os tecidos apresenta a barreira primordial de protecéo, contra
qualquer insulto neurolégico [Watts et al., 2013]. Além disso, diversas funcdes
sdo atribuidas ao endotélio, entre elas a manutencdo do tbnus vascular, a
inibicdo da agregacdo plaquetaria, o controle de adesdo de moléculas, além

da sintese e liberacdo de citocinas inflamatorias [Watts et al., 2013].

Em circunstancias de neuroinflamagéo, sob efeitos do TNF-a e IL-1B, o
endotélio passa ao estado ativado, apresentando a habilidade de rapidamente
sintetizar e liberar diferentes moléculas de adesédo: E-selectina, P-selectina,

ICAM-1 (molécula de adesao intercelular) e VCAM-1 (molécula de adesao
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vascular celular) [Zhong et al., 2018]. Além disso, as células endoteliais
também produzem TNF-a, IL-13 e IL-6, favorecendo o recrutamento de

leucécitos na parede do vaso, com consequente amplificacdo do processo

inflamatorio [Watts et al., 2013].

A célula endotelial também tem sido implicada na resposta imunoldgica, como
célula profissional apresentadora de antigenos, tanto por moléculas HLA de
Classe I, como por moléculas HLA de Classe Il [Rothermel et al., 2004]. Além
destes efeitos, diversas linhas de investigacdo demonstraram que a resposta
neuroinflamatéria influencia na integridade e funcdo da barreira

hematoencefélica (BHE).

Constituida pelos astrécitos, pericitos, microglia, neurdnios, matriz extracelular
e endotélio, a BHE atua como interface dinamica entre o SNC e a circulacao
periférica, controlando o influxo/efluxo de substratos essenciais nos processos
neurofisiolégicos [Takata et al., 2011; Shlosberg et al.,, 2010]. De fato,
observacbes mostraram que neurdnios e células da glia expressam diversos
receptores de quimiocinas, como CXCL14/BRAK, CXCL12/SDF-1,
CCL2/MCP-1 e CCL20 em condicdes patoldgicas [Das et al., 2011; Schmid et
al 2009; Jong et al., 2005]. Higashida e colaboradores também demonstraram
que o processo neuroinflamatorio induziu a expressdo de HIF-1la (fator
induzivel por hipéxia - 1a) e MMP-9 (metaloproteinase-9), levando a ruptura
da lamina basal e degradacdo das juncdes oclusivas da BHE [Higashida et

al., 2011].
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Estudos in vitro demonstraram que o TNF-a desempenha um papel essencial
na ativacdo dos pericitos, e liberagdo de MMP-9 de seus estoques
intracelulares, aumentando a permeabilidade do endotélio [Takata et al.,
2011]. Outros estudos sustentam a participagédo da IL-6 no rompimento da
integridade das células endoteliais, diminuindo a resisténcia elétrica

transendotelial alterando a permeabilidade da BHE [Erickson et al., 2018].

E importante mencionar que, na vigéncia do processo inflamatorio, a microglia
produz espécies reativas de oxigénio e, uma vez produzidas, podem causar
danos oxidativos nas juncbes oclusivas, além da ativacdo das
metaloproteinases, resultando em alteragfes estruturais e funcionais da BHE
[Pun et al., 2009]. Portanto, a manutencdo da BHE envolve uma complexa

comunicacao das atividades bioquimicas e imunologicas.

Nesse processo, uma importante via de sinalizacdo intracelular associada a
imunidade é o fator de transcricdo NF-kB (do inglés: nuclear factor kappa B).
Esse fator corresponde a um grupo de proteinas (expresso em guase todos
o0s tipos de células) que atua como fator de transcricdo regulando uma grande

variedade de genes, particularmente no contexto imunoldgico.

O NF-xB pode ser ativado por interleucinas, como o TNF-a e a IL-1, bem
COmMo por espécies reativas de oxigénio e NO, que aumentam a sensibilizacao
dos receptores relacionados a inflamacao decorrente da exposicdo dos toll
like receptors (TLRS), que ativa o NF-xB e provoca reducdo na atividade da
Na/K ATPase, além de alteracbes na sinalizacdo mediada pelo Ca**,

destacando seu papel dual no SNC [You et al., 2013; Lawrence, 2009].
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Uma descoberta importante € que o endotélio, por meio do estimulo da
producdo de TNF-a e IL-1B, promove aumento da E-selectina, VCAM-1 e
ICAM-1 via aumento da expressao do NF-kxB, contribuindo com o estado

inflamatorio exacerbado [Zhong et al., 2018].

Um trabalho classico evidenciou que a resposta imune induz a expressao de
moléculas MHC nas células endoteliais, via ativacdo do NF-«B, processo

considerado chave na rejeicdo de orgaos [Israel et al., 1989].

Além disso, dois estudos mais recentes, conduzidos em modelo experimental
de morte encefalica, mostraram paralelamente aumento da expressao de NF-
kB e MHC Classe Il, e sugeriram fortemente que a morte encefalica pode
induzir imunogenicidade em érgaos periféricos [Li et al., 2010; Zhang et al.,

2008].

De fato, a expressdo dessas moléculas representa a principal interface do
enxerto com as células do sistema imune do receptor, condicdo fundamental
do desencadeamento do processo de rejeicao [Cozzi et al., 2017]. Os
mecanismos envolvidos durante a morte encefalica representam, portanto, um

importante fator de risco para o transplante de 6rgaos.
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Figura 1. Representacdo esquematica das principais alteracfes durante 0 processo
de morte encefalica. Em suma, apdés o insulto neurolégico, independente da natureza
etiolégica, é desencadeada; (A) Intensa liberacdo de catecolaminas. Tal condicdo
induz vasoconstrigdo, culminando em hipertensao arterial e arritmia cardiaca, além de
isquemia e necrose do miocardio. Ap6s a descarga de catecolaminas, segue-se um
periodo de extrema vasodilatacao (hipotenséo arterial) e instabilidade hemodinamica;
(B) Inflamagé&o sistémica, caracterizada pelo aumento de mediadores inflamatérias,
levando a disfung&o endotelial (expressao de ICAM e VCAM), bem como aumento na
expressao de moléculas MHC Classe e Classe Il, ou seja, aumento da alogenicidade
de praticamente todos os 6rgdos periféricos; (C) Ha diminuicao inexoravel do ADH e
da insulina, acarretando em diabetes insipidus e hiperglicemia Além disso, ha
diminuicdo de T3 livre e de cortisol, alterando o metabolismo e levando a instabilidade

hemodinamica.



REVISAO DA LITERATURA

Clinicamente, a interferéncia da inflamacéao sistémica na integridade da BHE é
observada no surgimento das alteracbes de comportamento, delirio e
encefalopatia séptica [Vratharaj et al., 2017]. Adicionalmente, ha relatos da
reducdo ou perda da funcdo da BHE devido a alteracdes sistémicas, como 0
aumento da temperatura corporal [Kiyatkin et al., 2009], atividade fisica

intensa [Watson et al., 2005], diferentes tipos de estresse [Esposito

et al., 2001] e algumas drogas psicotropicas como a morfina [Sharma., 2006].

2.5 Alteracdes Endécrinas da Morte Encefélica

As alteracbes enddcrinas observadas na morte encefalica decorrem da
faléncia progressiva e inexoravel do eixo hipotalamo-hipofise, condicéo
normalmente associada a insulto isquémico grave, hérnia de tronco encefalica

e hipertensao intracraniana [Youn et al., 2014].

A manifestagdo tipica e imediata € a diminuicdo precoce do hormdnio
antidiurético (ADH) e, consequentemente, desenvolvimento de diabetes
insipidus. De fato, evidéncias clinicas mostram que aproximadamente 80%
dos pacientes com diagnéstico de morte encefélica apresentam niveis
indetectaveis de ADH circulante. Tal condicdo, por sua vez, resulta em
diurese aumentada (com defeitos na concentracdo urinaria) e
comprometimento da estabilidade hemodindmica, além de distarbios

eletroliticos, especialmente hipernatremia e hipocalemia [Bugge, 2009].

A faléncia do eixo hipotalamo-hipofise, também compromete a sintese e

liberacdo dos horménios da tireoide, levando a diminuicdo rapida e
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progressiva de T4 e T3 circulantes, bem como diminuicio do TSH
[Ranasinghe et al., 2011; Bugge, 2009]. Interessantemente, outras evidéncias
sugerem que o0s niveis séricos de TSH permanecem normais, condicao
caracteristica da sindrome do paciente eutireoideo (niveis séricos de T4 - T3

e T4 reduzidos ou proximos do limite, porém, com niveis de TSH normais).

Além disso, estudos experimentais e clinicos sugerem que niveis diminuidos
de T3 estdo relacionados com deterioracdo das atividades funcionais
cardiacas. Estudos conduzidos em suinos demonstraram que concentracdes
diminuidas de T3 alteram a natureza energética do miocéardio, convertendo o
metabolismo aerdbico para anaerébico [Novitzky et al., 2006; Novitzky, et al.,

1987].

A concentracdo plasmatica de cortisol encontra-se relativamente diminuida na
maioria dos doadores em morte encefélica. No entanto, a capacidade de
aumentar a secrecao de cortisol, por meio da estimulacdo com hormoénio
ACTH, néo parece ser afetada. O exato mecanismo fisiopatolégico dessas
alteracdes ainda permanece desconhecido [Dimopoulou et al., 2003]. E digno
de nota, ressaltar que alguns centros utilizam terapia com corticoide em
doadores de oOrgaos, justificada por sua conhecida propriedade anti-

inflamatoria, ndo sendo relacionada a insuficiéncia adrenal.

E importante mencionar, que a funcdo da hipéfise anterior parece estar bem
preservada na maioria dos doadores com valores normais ACTH, TSH, e GH,
indicando alguma funcédo residual, devido perfusdo do eixo hipotalamo-
hipdfise preservada, o que explica funcdo normal da hipéfise em alguns

pacientes com diagndstico de morte encefalica.
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DiminuicBes bruscas nos niveis plasmaticos de insulina sdo constatadas
imediatamente apds a morte encefélica, levando aumento da concentracéo
extracelular de glicose e mudanca para o0 metabolismo anaerobico,
contribuindo importantemente para a acidose, com consequente hipoperfusao

tecidual dos 6rgéaos [Nair-Collins et al., 2014; Bugge, 2009; Smith, 2004].

2.6 Talidomida

Um dos capitulos mais sombrios que circundou a histéria da medicina
moderna comec¢ou em 1953, quando a talidomida foi sintetizada na Suica pela
CIBA Pharmaceutical Company e, posteriormente, na entdo Alemanha
Ocidental pela industria farmacéutica Chemie Grunenthal [Franks et al., 2004;

Rajkumar, 2004].

A talidomida € um derivado do &cido glutdmico, seu nome quimico € ([(z)2-
(2,6-dioxo-3-piperidinil)-1H-isoindol-1,3-(2H)-diona ou (z)-ftalimidoglutarimida
(1)] com peso molecular 258,23 g/mol. E um pé branco, insipido, cristalino

com ponto de fusédo de 271°C.

Estruturalmente a droga contém dois anéis amida e um Unico centro quiral,
caracterizados por dois isdbmeros (enantibmeros) opticamente ativos: levogiro
(-)(S) e dextrogiro (+)(R), que se interconvertem rapidamente em condi¢oes
fisiol6gicas. Varias evidéncias tém demonstrado que o enantidmero dextrogiro
esta associado com propriedades sedativas, enquanto o enantibmero levogiro
€ responsavel pelos efeitos teratogénicos e imunomoduladores que a droga

possui [Mori et al., 2018] (Figura 2).
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Figura 2. Representacéo ilustrativa dos enantidmeros da talidomida. (A) levogiro:
(-)(S)-talidomida; (B) dextrogiro: (+)(R)-talidomida.

A talidomida chegou ao mercado em 1956, sendo amplamente comercializada
como sedativo ndo barbitdrico e antiemético durante a gestacdo em mais de
40 paises, incluindo Alemanha, Suécia, Japdo, Canada, Inglaterra e Brasil

[Rajkumar, 2004].

Na Alemanha, a talidomida foi anunciada como uma droga segura e
absolutamente atéxica, podendo ser adquirida sem a necessidade de
prescricdo médica. Em 1958, no Reino Unido, a talidomida foi produzida pela
The Distillers Company (Biochemicals) Ltd. e comercializada com o nome de
Distaval. Seu anuncio afirmava que o medicamento poderia ser administrado
com total seguranca em gestantes e lactantes, sem efeitos adversos na mae
ou na crianga. No Brasil, por sua vez, a talidomida foi comercializada por
diversos laboratérios com diferentes nomes (Sedalis, Sedin e Slip), todos
indicados como sedativo-hipnético ndo barbitdrico, cuja substancia era
destituida de efeitos secundarios e bem tolerada por criancas e portadores de

lesGes hepaticas [Leandro et al., 2015].

Contudo, no inicio dos anos 60, ficou evidente que o uso da talidomida

durante o periodo gestacional estava associado com graves efeitos
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teratogénicos, tais como amelia (auséncia completa de bracos e/ou pernas),
focomelia (aproximacdo ou encurtamento dos membros junto ao tronco do
feto), além de fissura labial e deformidades de érgaos internos [Matthews et
al., 2003]. Estudos mostraram que os efeitos teratogénicos da talidomida séo
desencadeados quando a droga € ingerida durante a gestacdao,
especialmente entre os dias 35 e 49, apés o ultimo periodo menstrual. Os
estudos também mostraram que uma unica pilula é suficiente para induzir os
efeitos teratogénicos. Ademais, aproximadamente 40% das criancas afetadas

morrem no primeiro ano de vida [Rajkumar, 2004].

Em 1962, ap6s continuos relatos de anomalias congénitas, a droga foi
retirada do comércio mundial [Tansey et al., 2001; Clark et al., 2001]. Em
termos mercadoldgicos, vale ressaltar que o Food and Drug Administration
(FDA) nédo autorizou o uso da talidomida nos EUA, devido a evidencias de

neuropatia e alteragdes da tireoide como efeitos adversos.

Figura 3. Imagens ilustrativas dos efeitos teratogénicos da talidomida. Fonte: (A) The
Guardian, 2014. (B) N Engl J Med, 1964. (C) CNN World, 2012.

Em 1965, Jacob Sheshkin relatou pela primeira vez a eficacia da utilizacédo da

talidomida no tratamento de pacientes com eritema nodoso hansénico (forma
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lepromatosa do mal de hansen) [Sheshkin 1965]. A partir de entdo, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) coordenou diversos ensaios clinicos
sobre o uso da talidomida para o tratamento do eritema nodoso hansénico,
sob rigido controle e precaucdes [World Health Organization, 1977]. Nesse
contexto, Hellman e colaboradores, usando um modelo experimental de
transplante de pele, demonstraram que a talidomida possui efeitos
imunomodulatérios, aumentando a sobrevida de tecidos transplantados

[Hellman et al., 1965].

Atualmente, o uso clinico da talidomida como terapia imunomoduladora foi
expandido para outras doencas: mieloma multiplo, manifestagdes cutaneas do
eritema nodoso hansénico, tuberculose, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, doenca de Crohn, entre outras doencas [Chen et al.,, 2019;
Fourcade et al., 2014; Kumar et al., 2005; Franks et al., 2004]. Estudos mais
recentes também sugerem um efeito imunomodulador da talidomida em
pacientes diagnosticados com COVID-19 [Chen et al., 2021; Khali et al.,

2020].

Além das evidéncias clinicas da talidomida, diversos estudos experimentais
ampliaram o conceito sobre as propriedades imunomodulatérias e anti-
inflamatorias da talidomida, bloqueando, particularmente, citocinas Thl
[Santana et al.,, 2013]. De fato, estudos in vitro tem mostrado que a
talidomida é um potente inibidor da expressdao de TNF-o sintetizado por

células tumorais, mondcitos e macréfagos [Vallet et al., 2008; Sampaio et al.,
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1993; Moreira et al., 1991]. Outros estudos também mostraram os efeitos da

talidomida no bloqueio das citocinas IL1- e IL-6 [Zhu et al., 2014].

Estas respostas sao orquestradas, em partes, pelo NF-kB. O NFkB é um fator
de transcricdo constituido de duas subunidades proteicas: p50 e p65. E
considerado uma das mais importantes vias de sinalizacdo intracelular da
resposta imunoldgica, especialmente quando induzido pelo TNF-a e IL1-B.
Ademais, o NFxB integra uma familia de fatores de transcricdo redox-
sensiveis presentes nas células endoteliais, macréfagos e linfécitos [Gareus

et al., 2008].

Varios fatores, além do estresse oxidativo, ativam o NF-«xB como, 0 excesso
de calcio, citocinas pro-inflamatérias, tais como TNF-a e IL-1p [Tabary et al.,
2006]. Uma vez ativado, o NF-xB induz a ativacdo de genes responsaveis
pela sintese de citocinas pro-inflamatorias [Lawrence et al., 2009]. Além disso,
a ativacdo do NF-xB induz genes de atividade pro-apoptotica [Luedde et al.,

2011].

Nesse contexto, diversos estudos tém demonstrado o papel da talidomida
como potente modulador da expressdo do NF-xB em diferentes tipos
celulares [Majumdar et al., 2002; Keifer et al., 2001]. Outros estudos apontam
que a ativacdo do NF-xB esta associada com a expressdo de moléculas
MHC, mostrando um papel essencial do NF-kB no contexto de um transplante

alogénico [Molinero et al., 2004] (Figura 4).
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Figura 4. Representacéo ilustrativa: TNF-a e IL-1p induzem a fosforilagéo do IxBa. e,
consequente, translocacdo do NF-kB para o nucleo celular. Adaptado de Philipp Jost
e Jurgen Ruland - Blood, 2007.

Apés 5 décadas de estudos sobre o0s mecanismos teratogénicos da
talidomida, em 2010 Ito e colaboradores, analisando embrides de zebrafish e
aves, demonstraram que a talidomida liga-se diretamente na cereblon
(CRBN), uma proteina de 443 aminoacidos, com acdes em diversos
processos bioldgicos, tais como transporte de ions, metabolismo celular,
proliferacdo celular e apoptose [Shi et al.,, 2017]. A CRBN forma um
complexo E3 ubiquitina-ligase que contém DDB1 (damaged DNA binding
protein 1), CUL4A (cullin 4A) ou CUL4B (cullin 4B) e ROC1 (regulator of
cullins 1), essencial para o desenvolvimento morfologico dos membros e
controle da expressao do fator de crescimento de fibroblastos 8 (FGF8) [Ito et

al., 2010].

A ligacdo da talidomida com a CRBN inibe as atividades do complexo E3.

Consequentemente, ha acumulo de varios substratos que desencadeia
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multiplos defeitos no desenvolvimento dos membros no feto e, em partes,

atua como regulador negativo na expressao de FGF8 [Ito et al., 2010].

Apesar dos importantes achados cientificos citados acima, ainda ndo ha um
estudo que mostre os efeitos da talidomida sobre os fenébmenos imunologicos

durante a morte encefalica.
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3.1 Objetivo Primario

Analisar e caracterizar os efeitos da talidomida sobre a resposta imunoldgica

no modelo experimental de morte encefalica.

3.2 Objetivos Secundarios

1) Investigar a participacédo local e sistémica de TNF-a, IL-1f3, IL-6 e IL-10
através da expressao génica (PCR em tempo real) e da concentracao
proteica (Multiplex), bem como a quantificacdo de macrofagos por

imuno-histoquimica no figado;

2) Analisar e caracterizar a atividade do NF-kB no tecido hepético por
Gel-Shift e Super-Shift;

3) Analisar a alogenicidade no figado por meio da andlise dos niveis de
MRNA de MHC Classe | e MHC Classe II;

4) Analisar parametros da bioquimica hepatica por meio da determinacao
dos niveis plasmaticos de AST, ALT, LDH e FA.
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4. MATERIAIS E METODOS

Toda metodologia aplicada no presente estudo foi desenvolvida em
concordancia com os padrdes nacionais e internacionais de cuidados e uso
de animais de laboratério, com aprovacdo da comissao de ética no uso de
animais (CEUA - n° 131/17) da Faculdade de Medicina da Universidade de

Séao Paulo (FMUSP).

4.1 Modelo Experimental de Morte Encefalica

4.1.1 Animais

O modelo animal utilizado no presente estudo consistiu em linhagens
isogénicas de ratos Lewis (LEW - RT1%'). Esta linhagem foi obtida a partir do
acasalamento entre irmdos, por 20 ou mais geracbes consecutivas,
resultando em caracteristicas fenotipicas Unicas e igualdade genética. O
estudo foi conduzido em sua totalidade com ratos machos, de modo a evitar

variabilidade genética relacionada ao género.

Todos os animais foram obtidos de uma colbnia, dessa linhagem de ratos,
estabelecidas no biotério local do Laboratério de Transplante de Figado da
FMUSP. Os animais foram mantidos a temperatura ambiente de 23t1°C e

ciclo claro/escuro 12/12h.

No presente estudo, foram estudados 24 ratos Lewis machos, pesando entre
300 e 400g, devidamente assistidos com monitoracdo ventilatoria e

hemodinamica.
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O modelo experimental de morte encefalica utilizado nesse estudo consiste
na inducdo do aumento da pressao intracraniana (PIC) com auxilio de um
cateter de Fogarty®. Esse modelo mimetiza de forma robusta as alteragées
encontradas em pacientes com diagnostico de morte encefalica, tornando-se
ferramenta fundamental para o estudo da patogénese in vivo, bem como para
testar e desenvolver novas estratégias terapéuticas dirigidas tanto no doador,

guanto no receptor de 6rgaos.

4.1.2 Inducdo da morte encefdlica

Os animais foram inicialmente pesados e entdo submetidos ao protocolo de
morte encefalica descrito por Kolkert e colaboradores [Kolkert et al., 2007].
ApoOs a inducgdo anestésica através de isoflurano (Forane®, Abbott SA, Buenos
Aires; 5%) em camara fechada, os animais foram submetidos a intubacéo
orotraqueal com cateter de polietileno n°® 06. Em seguida, foram ventilados
usando um ventilador pulmonar mecéanico microcontrolado para pequenos
animais (Harvard 683, Harvard Apparatus, Inc, Holliston, MA, USA) com 0s
seguintes parametros ventilatérios: FiO2 = 100%, volume corrente: 10mL/Kg e
frequéncia de 70 ciclos por minuto. Os animais foram colocados em
plataforma cirargica com aquecimento controlado (37°C), em decubito ventral,
apos assepsia da regido cervical e do cranio com alcool iodado a 2%. A
artéria cardtida direita foi canulada, utilizando-se para isso cateter de
polietileno Clay Adams PE-10. O cateter, entdo, foi conectado a um
transdutor de pressdo (P23XL Viggo-Spectramed Statham, CA, USA)
acoplado no monitor (DIXTAL, DX 2021, Brasil) para registro da Pressao

Arterial Media (PAM) durante o todo o periodo experimental.
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Em seguida, uma broca motorizada foi utilizada para perfuracdo da calota
craniana (trepanacéo) e insercao intracraniana de um cateter do tipo Fogarty-
4F (Edwards Lifescience LLC, Irvine, CA, USA). A efetiva inducdo da morte
encefalica ocorreu por meio da rpida insuflacdo do cateter com 500 uL de
salina, sendo confirmada pelos seguintes parametros: pico hipertensivo,
auséncia de reflexo palpebral, midriase bilateral e apnéia. Apés a inducédo da
morte encefalica a anestesia foi suspensa e 0S animais permaneceram
ventilados por um periodo de 6 horas. Os animais controles, por sua vez,
também foram submetidos a trepanacdo, sem que houvesse a insercdo do

cateter do tipo Fogarty-4F (sham-operados).

4.1.3 Exame subsidiario: ultrassonografia transcraniana colorida

As avaliagbes da ultrassonografia transcraniana colorida foram realizadas
com a unidade de Ultrassom Micromaxx (Sonosite, EUA) em conjunto com
um transdutor linear de 6 a 14 MHz. Apés inducao anestésica dos animais, a
artéria carétida interna esquerda foi canulada para monitoramento invasivo da
PA. Os valores de PA sistélicas foram monitorados com o objetivo
permanecer = 90 mmHg e, caso necessario, infusdo de solucéo salina a 0,9%
para correcdo dos parametros hemodinamicos. O gel de conducdo para

ultrassom foi aplicado para melhorar a condutividade.

Inicialmente, a ultrassonografia 2-D foi usada para visualizar uma imagem
transversal em modo B do cranio, bem como as estruturas cerebrais dos
animais. O ultrassom doppler colorido foi entdo usado e as artérias extra e
intracranianas foram indicadas na tela por duas cores diferentes (azul e

vermelho), em que a cor azul indica fluxo sanguineo distante do transdutor e a
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cor vermelha indica o fluxo em direcdo ao transdutor. A sonda foi colocada
acima do cranio e a varredura transversal foi realizada movendo a sonda com

delicados movimentos de tras para frente.

A profundidade da imagem foi fixada em 2 cm ao aplicar a magnificacéo.
Algumas configuracfes foram padronizadas, também para ultrassom doppler
colorido, tais como frequéncia de ultrassom em 6,3 MHz, frequéncia de
repeticdo pulsada a 4 kHz, além da taxa de quadros de 65 quadros/s. Uma
lampada de aquecimento foi usada para manter a temperatura corporal

estavel a fim de evitar hipotermia.

Apés a tricotomia, o primeiro exame visualizou a artéria carétida interna
direita, artéria cerebral média direita, além da artéria basilar. A artéria carotida
interna esquerda e a artéria cardtida comum esquerda ndo foram
observadas/avaliadas devido a canulacdo. O espectro doppler foi obtido em

todos os vasos mencionados acima (Figura 5A).

Apés a insuflacdo do Fogarty-4F, o segundo exame foi realizado e monitorado
até nenhum sinal vascular intracraniano ser obtido, mesmo reduzindo a
frequéncia de repeticdo pulsada ao menor valor alcancavel. Picos sistélicos
abaixo de 10 cm/s foram recuperados na artéria carétida interna direita e
artéria basilar, ao nivel da base do cranio, compativeis com colapso

circulatério encefélico (Figura 5B).
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Figura 5. Analise do fluxo sanguineo cerebral identificado por ultrassonografia
transcraniana colorida. (A) Presenca de fluxo sanguineo na direcao reversa (seta)
antes da morte encefalica. (B) Presenca de fluxo compativel com colapso circulatério

encefalico (seta).

Apos a confirmacdo da morte encefalica, foi realizada coleta de sangue
através artéria cardtida direita, com auxilio de uma seringa de 3 mL.
Imediatamente apos a coleta de sangue, foi realizada uma laparotomia
longitudinal mediana de aproximadamente 6 cm, seguida de abertura da
cavidade abdominal com exposicdo do figado. Em seguida, o figado foi
cuidadosamente pincado com auxilio de uma pinca anatbmica, e pequenos
fragmentos de tecido hepatico foram cuidadosamente removidos e

preparados para as diferentes andlises.

4.1.4 Tratamento farmacolégico com talidomida

Os animais receberam tratamento farmacologico com talidomida (Fundacao
Ezequiel Dias, Belo Horizonte, Brasil) na dose de 200mg/Kg dissolvido em
solucéo fisiolégica estéril contendo 10% de DMSO e administrado por

gavagem [Zhang et al., 2018; Chong et al., 2006].
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4.2 Desenho do Estudo

4.2.1 Grupos experimentais

O estudo foi desenvolvido com 3 grupos experimentais assim constituidos:

CONTROLE: Animais submetidos a trepanacdo sem a insercéo

do cateter de Fogarty (sham-operados) (n=8).

ME: Animais submetidos a morte encefalica através do

aumento da PIC por cateter de Fogarty (n=8).

ME + TALIDOMIDA: Animais submetidos a morte encefalica tratados

com talidomida (n=8).

O organograma ilustrativo referente ao desenho experimental do estudo esta

representado na Figura 6.

CONTROLE
MORTE ENCEFALICA
\ MORTE ENCEFALICA + TALIDOMIDA (200 mg/Kg/gavagem)
T I T T T T T I I
20 min 3h
ultrassonografia ME N 6h .

craniana ultrassonografia analise dos parametros
colorida craniana

colorida

Figura 6. Representacdo esquematica do protocolo experimental.
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4.2.2 Descarte dos animais

ApOGs o protocolo experimental, os animais foram acondicionados em sacos
plasticos brancos leitosos, com o logotipo “Risco Bioldgico”, identificados com
etiquetas que constam a origem e o contetdo, bem como o responséavel. Em
seguida, os animais foram colocados em um carro (especifico para animais),
e transportados até o reservatério de coleta hospitalar destinada a

incineracéo.

4.3 Determinagdes Bioquimicas

As amostras de sangue foram coletas pela carétida esquerda com auxilio de
uma seringa de 3 mL. As concentracdes plasmaticas das transaminases AST
e ALT, aléem das enzimas LDH e FA, foram avaliadas como indicadores de
anormalidades do figado. A quantificacdo dos resultados foi realizada pelo
método ultravioleta otimizado (COBAS MIRA, Roche) de acordo com
protocolo da International Federation of Clinical Chemistry (IFCC). Todos o0s

resultados foram expressos em unidades por litro (U/L).

4.4 Imuno-histoquimica

4.4.1 Coleta e processamento do tecido

Fragmentos de figado foram cuidadosamente dissecados e lavados com
solucdo fisiolégica gelada e fixados em formaldeido 4%. Em seguida, os
fragmentos foram colocados em caixetas perfuradas e mantidos em solugéo
de formol 10% em tampéao fosfato por 24h, até a inclusdo em blocos de

parafina. O processo de incluséo foi realizado pelo processador automatico de
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tecido histoquinete (Jung-Histokinette 2000 Leica, Nussloch, Alemanha), com
duracdo aproximada de 14 horas. O processo iniciou-se pela desidratacao
dos tecidos em alcoois com concentracdes progressivas (alcool 50%, alcool
70%, &lcool 96% (2 banhos), e alcool absoluto (2 banhos), seguida da
diafanizacao, introduzindo os tecidos em uma solucdo 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 até sua utilizacao.

4.4.2 Corte dos fragmentos do tecido

Os blocos de parafina foram cortados em micr6tomo (Reichert Yung Supercut
2065 Leica, Nussloch, Alemanha) com navalhas descartaveis. As seccgoes,
com espessura entre 3 e 4 um, foram aderidas em laminas previamente
revestidas por silano 2% (Sigma Chemical CO, St. Louis, EUA), que
permaneceram em estufa (Fabbe-Primar, Sdo Paulo, Brasil) a 60°C por 2
horas e, posteriormente, foram armazenadas em temperatura ambiente até a

utilizacao [Santana, 2013].

4.4.3 Desparafinizacao

As laminas passaram por um processo de desparafinizagdo, ou seja,
permaneceram por 9 minutos em xilol (Merck, Darmstadt, Alemanha) por 3
vezes. Em seguida, as laminas foram desidratadas, através de banho em
etanol absoluto (2 vezes) (Merck, Darmstadt, Alemanha) e etanol 96% (2
vezes). Por fim, as laminas foram imersas em agua destilada e processadas

[Santana, 2013].
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4.4.4 ldentificacao de macrofagos M1

Os macréfagos M1 foram identificados no tecido hepatico por meio do
anticorpo monoclonal anti-mondécito/macrofago de rato (anti-ED-1) (Serotec,
Raleigh, EUA), produzido em camundongo. O método LSAB-AP (Labeled
Streptavidin-Biotin Alcaline Phosphatase — Dako, Carpinteria, USA) foi
utilizado para a localizacdo deste anticorpo, sendo que todo o procedimento

foi realizado em camara Umida.

Com o objetivo de aumentar a expressao antigénica, apos a desparafinizacao,
as laminas foram imersas em tampéao citrato 10 mM, pH=6,0 e levadas em
forno micro-ondas (Sanyo, Séo Paulo, Brasil) com poténcia de 2400 watts por
um periodo de 15 minutos. Apds atingir a temperatura ambiente as laminas
foram lavadas com agua destilada para a retirada do tamp&o citrato e

transferidas para TBS (Tris buffered saline), pH=7,6.

Para o bloqueio da biotina endégena os cortes foram incubados com solugéo
de avidina D (Vector, Burlingame, EUA) durante 15 minutos, sendo
posteriormente lavadas com TBS durante 5 minutos. Em seguida, os cortes
foram incubados com uma solucdo de biotina (Vector, Burlingame, EUA)
durante 15 minutos e posteriormente lavados com TBS por 5 minutos. Os
cortes foram, entdo, incubados com soro de cavalo (Vector, Burlingame,
EUA), diluido 70 vezes em TBS, durante 30 minutos e, apds a retirada do
excesso do soro, os cortes foram incubados com o anticorpo primario anti-M1

(1:200) durante o periodo noturno, a 4°C.

No dia seguinte, os cortes foram lavados em TBS por 5 minutos e incubados

com o pool de anticorpos biotinilados anti-camundongo, anti-coelho e anti-
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cabra (Dako, Carpinteria, USA) por 30 minutos. Apos lavagem com TBS, para
completar a reacdo, os cortes foram incubados com o complexo
estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina (Dako, Carpinteria, EUA) por 30

minutos e lavados novamente com TBS e destinados a revelacéo.

Para a revelacdo, os cortes foram incubados com uma solucdo contendo
substrato para a enzima fosfatase e o corante fast-red (Sigma Chemical Co,
Saint Louis, MO, EUA), preparada da seguinte maneira: 1 mg de fosfato de
naftol AS-MX (Sigma Chemical Co, Saint Louis, EUA) foram diluidos em 100
ML de dimetilformamida (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em seguida, a
solucéo foi diluida em 4,9 mL de tampao Tris 0,1M (pH=8,2) e 10 uL de
levamisol 1M (Sigma Chemical Co, Saint Louis, EUA) foram acrescentados.
Esta solucdo, por sua vez, permaneceu armazenada a -20°C e, no momento

da revelacéo foi misturada com 5 mg do corante fast-red.

A revelacao foi realizada sob microscopia em aumento de 200X e as células
positivas apresentam coloragdo marrom. O tempo de revelacdo foi de
aproximadamente 10 minutos. As laminas foram contra-coradas com
hemalumbre de Mayer (Merck, Darmstadt, Alemanha) durante 2 minutos,
lavadas em &gua destilada e montadas com glicergel (Merck, Darmstadt,

Alemanha) [Santana, 2013; Santana et al., 2013].
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4.4.5 Analise das laminas

Todas as laminas foram analisadas de maneira que o0 pesquisador nao
tivesse ciéncia de qual grupo seria analisado. A analise na marcacédo para
macrofagos M1 foi realizada pelo método quantitativo, ou seja, foi realizada a
contagem de células positiva (coradas em marrom) em toda extensao tecido
inserido na lamina, sob ampliacdo microscopica de 400X e expressa como

células/mm?.

4.5 Expressao Génica

4.5.1 Extracado de RNA total

Todas as solugOes utilizadas para a extragdo de RNA foram utilizadas com
agua deionizada através do sistema Milli-Q (Millipore, Milli-Q Element A10
System, Massachusetts, EUA) e tratada com dietilpirocarbonato (Sigma, Sto
Louis, EUA). Para cada litro de 4gua deionizada, foram adicionados 1,0 mL de
dietilpirocarbonato e a solugdo foi mantida a 60°C sob agitacdo por
aproximadamente 12 horas, sendo em seguida autoclavada (121°C por 20
minutos). RNA total do tecido hepético, foi submetido a reacdo com Trizol
(Invitrogen, Califérnia, EUA), seguindo-se o0 protocolo sugerido pelo
fabricante. Cada 100 mg de tecido foi homogenizado com 1 mL de Trizol com
auxilio de um dispersador de tecidos (IKA — Labortechnik Ultra Turrax T25
Janke & Kunkel, Alemanha). Para cada mL de homogenato, foram
adicionados 200uL de cloroférmio (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em
seguida, a mistura foi novamente homogeneizada e mantida por 3 minutos a

temperatura ambiente.
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Apos a incubacéo, a mistura foi centrifugada a 12.000 g a 4°C por 20 minutos.
A fase superior contendo RNA foi transferida para um microtubo de 2 mL
contendo o mesmo volume de isopropanol gelado (Sigma Chemical Co, Saint
Louis, EUA). As amostras foram centrifugadas a 12.000g durante 10 minutos,
0 sobrenadante foi descartado, o pellet de RNA ressuspendido em 1 mL de
etanol 70% (Merck, Darmstadt, Alemanha) e centrifugado novamente a
12.000g por 10 minutos. Este procedimento foi repetido e o pellet suspendido
novamente com 50uL de agua previamente tratada com dietilpirocarbonato

[Santana, 2013].

4.5.2 Quantificacdo do RNA total

A quantificacdo do RNA foi realizada em espectrofotdmetro (NanoDrop,
Thermo Fisher Scientific, Marietta, EUA) medindo-se absorbancia em
diferentes comprimentos de onda (260 e 280 nm). Posteriormente, foi
calculada a concentracdo de RNA expresso em pg/mL a partir da absorbancia
a 260 nm. A leitura de 1 OD corresponde a uma solucao pura de RNA em fita-
simples na concentragdo de 40 pg/mL. As contaminacdes das amostras
contendo proteinas, foi determinada utilizando a leitura de 280nm. A razéo
entre as absorbancias (260 e 280nm) foi usada como base para a andlise,

sendo que e o valor aceitavel € de 1,7 a 2,0.

4.5.3 Sintese de cDNA

Todos reagentes utilizados para a reagdo de sintese do DNA complementar
(cDNA) foram da marca Promega (Promega, San Luis Obispo, EUA). Um
microlitro de oligo dT primer (500 pg/ml) foi misturado a 11 pl de uma solugéo

de RNA a 50 ng/pl. A solucgéo foi aquecida a 70°C por 10 minutos e resfriada
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em gelo por 5 minutos. Em seguida, foi acrescentado 4 ul de tampéo [5X]
(Tris-HCI 250 mM pH=8,3, KCL 375 mM, MgCI2 15 mM) , 2 pl de DTT 0,1M, 1
pul de dNTP Mix (10mM de dATP, dGTP, dCTP e dTTP) e 1 pl (200u) da
enzima transcriptase reversa M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus). A
reacao foi realizada a 42°C por 50 minutos, passando posteriormente por um
periodo de 15 minutos a 70°C para a inativacdo da enzima. O cDNA foi
mantido em freezer a —20°C até a realizacédo da reacdo de PCR em tempo
real. Para esta etapa foram confeccionados pares de primers para a obtencao
de amplicons com no maximo 250 pb, conforme a recomendacéo para PCR

em tempo real [Santana, 2013].

4.5.4 PCR em Tempo Real: gPCR

Neste protocolo, 1 pL de cDNA foi acrescido a 7,5 puL de mistura do kit, 0,6 pL
de primer foward (10 uM), 0,6 pL de primer reverse (10 uM), 5,75 uL de agua
deionizada e 0,15 pL de Rox. Todas as reacdes foram realizadas em
triplicatas. A mistura foi aquecida a 50°C por 10 minutos e depois a 95°C por 5
minutos, seguindo 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos
e 72°C por 30 segundos. A curva de melting foi feita a 65°C com variacao de
1°C. O equipamento utilizado foi o StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Singapura). A expressao génica foi determinada como a
expressao relativa entre o gene alvo e o gene housekeeping [B-actina,
calculadas pelo programa de computador do aparelho StepOnePlus™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Singapura), a partir dos cycle

threshold (CT) das reacdes [Santana, 2013].
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Tabela 1. Sequéncia dos primers (forward e reverse) utilizados nas reacdes de PCR

em tempo real.

Produto

Genes Primers (5’ - 3) (pb)

5 TGGCCCAGACCCTCACACTCA 3
TNF-a 541
5 GGCTCAGCCACTCCAGCTGC 3’

L1 5 CCTTGTGCAAGTGTCTGAAGCAGC 3’ 248
1P 5 GCCACAGCTTCTCCACAGCCA 3’

L6 5 CCGGAGAGGAGACTTCACAGAGGA 3’ 1
5 AGCCTCCGACTTGTGAAGTGGTATA 3

IL-10 5 TCAGTCACATTTGTTTTCTGCAAA 3 65
5 CTGCAAAAGTGGAGCAGTCATT 3

MHC 5 TTCCTGCTACCGTTCCTCAC 3

Classe| 5 GGTGTGAGTCCACATACCCA 3’ o

MHC 5 TCAGTCACATTTGTTTTCTGCAAA 3’ 65
Classe Il 5 CTGCAAAAGTGGAGCAGTCATT 3’

NEcE 5 ATCAAAGAGCTGGTGGAGGC 3’ 188

5 GAAGGCTGCCTGGATCACTT 3’

] 5 AGGAGTACGATGAGTCCGGCCC &
B-actina 70
5 GCAGCTCAGTAACAGTCCGCCT &

4.6 Anélise de Citocinas por Multiplex/Luminex

A quantificacdo das citocinas foi realizada através do método
multiplex/luminex com o kit MILLIPLEX® MAP (Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA). O ensaio foi realizado no fragmento do figado dos animais. Foi
utilizado o painel Rat (cytokine/chemokyne - immunoassay), composto por
anticorpos para quantificar as seguintes citocinas: TNF-a, IL-1f3, IL-6 e IL-10.

Os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo do fabricante.
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Inicialmente, para a extracao da proteina total, o fragmento do tecido hepatico
foi pulverizado em pistilo de vidro, contendo nitrogénio liquido e
ressuspendido em 1mL de tampdo de lise de proteina (RIPA Buffer,
Millipore®) juntamente com o inibidor de protease. Em seguida, as amostras
foram deixadas em repouso por 30 minutos a 4°C. ApOs esse periodo, as
amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 30 minutos a 4°C [Santana, et

al., 2013].

O sobrenadante foi, entdo, coletado e acondicionado a -80°C até o0 momento
das dosagens. O filtro da placa contendo 96 pocos foi lavado com Bioplex
Wash Buffer. Em seguida, foram adicionadas beads conjugadas com o0s
anticorpos anti-citocinas e lavados com Bioplex Wash Buffer, sendo

posteriormente adicionadas as amostras preparadas previamente.

As amostras foram incubadas por 2 horas e, posteriormente lavadas com
Bioplex Wash Buffer. Em seguida, foi adicionado em cada amostra anticorpo
biotinilado e incubado por 1 hora e novas lavagens foram realizadas com
Bioplex Wash Buffer. Para a analise dos resultados foi utilizado o Software
Bio-Plex Manager, verséo 4.0 (Bio-Rad) no sistema Bioplex Suspension Array

System/Luminex (Bio-Rad) [Santana, et al., 2013; Santana, 2013].

4.7 Ensaio de Retardamento da Mobilidade Eletroforética para o NF-xB
Este ensaio (EMSA ou Gel-Shift) consiste na reacdo de ligagdo de proteinas
de extrato nuclear com uma sequéncia de nucleotideos especifica para o fator

de transcricdo, sendo esta previamente marcada com 32P pela T4
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polinucleotideo quinase. Quando o meio reacional € submetido a uma
eletroforese em gel de poliacrilamida, a sonda livre (oligonucletideo) migra
mais que a sonda ligada ao fator nuclear (banda de retardo) [Santana, et al.,

2013].

4.7.1 Extracdo de proteinas nucleares do tecido hepatico

O método usado foi descrito por Rong et al. [Rong et al., 1996]. As células
foram coletadas em PBS gelado e centrifugadas a 2000 g X 5 minutos X 4°C
e o pellet foi ressuspendido em 400 pL de tampéo de lise (HEPES 10 mM;
MgClz 1,5 mM; KCI 10 mM; leupeptina 2 pg/mL; antipaina 2 ug/mL; 0,5 mM
PMSF; 0,1 mM EDTA) e incubado em gelo durante 15 minutos. Foi
adicionado em seguida 10 pL de NP-40 0,5% sob agitacdo vigorosa,
centrifugando-se a 13000 g por 30 segundos a 4°C e, em seguida, O

sobrenadante foi descartado.

O pellet foi ressuspendido em 20 pyL de tampéao de extracdo (HEPES 20 mM,;
MgClz2 1,5 mM; NaCl 300 mM; EDTA 0,25 mM; leupeptina 2 pg/mL; antipaina
2 pug/mL; PMSF 0,5 mM) e incubado 20 minutos em gelo sob agitacéo,
centrifugando o extrato a 13000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido e a concentracdo de proteinas determinada, estocando as amostras

a -80 °C [Santana, et al., 2013; Santana, 2013].

4.7.2 Marcacao da sonda

O oligonucleotideo de DNA contendo a sequéncia (5 - AGT TGA GGG GAC

TTT CCC AGG C - 3’) foi marcado com a adigdo de y-3>P ATP numa solugdo
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contendo tampéo T4 quinase, T4 quinase e agua nas concentracdes de: 3,5
pmol de oligonucletideo, 1 U/uL de T4 quinase, 1 pL de y-*P ATP (3
Ci/mmol), 1 yL de tampéo T4 Kinase Buffer (10x) em 10 pL de volume de
reacdo. Apds incubacdo a 37°C por 10 minutos, o excesso de y->2P ATP foi
retirado com resina Sephadex G-25. Foram colocadas colunas (Microspin G-
25) em um tubo de microcentrifuga, centrifugando-se por 1 minuto a 3000
rom. A coluna foi transferida para um novo tubo aplicando-se a sonda
marcada no centro da resina. Apds centrifugacdo o eluato foi recolhido, e no
dia do ensaio a atividade da sonda foi determinada, usando no ensaio

aproximadamente 30000 cpm/uL [Santana, et al., 2013; Santana, 2013].

4.7.3 Reacdo de ligacdo e corrida do gel

Foram adicionados a um tubo 4pL de tampao de ligacdo 5x (MgClz 5mM;
EDTA 2,5mM; DTT 2,5mM; NaCl 300mM; Tris-HCI 50mM pH 7,5; Poly dldc
0,25ug/uL e glicerol 20%); extrato nuclear em quantidade suficiente para 5ug
de proteina; oligo frio em excesso; e H20 g.s.p. para 20uL de volume final
(contando com a adicdo da sonda marcada).

O tubo foi entdo incubado por 20 minutos a temperatura ambiente,
adicionando-se, em seguida, a sonda marcada (1pL) e novamente incubada
por 30 minutos a temperatura ambiente. A corrida foi visualizada com a
adicéo de 1uL de Azul de Bromofenol ao controle negativo. O conteudo total
do meio de reacdo foi aplicado no gel de poliacrilamida 5,5%
(acrilamida/bisacrilamida (37,5:1)). Para a eletroforese foi usado um tampéo

de corrida consistindo em 0,5 x TBE (1 X TBE = Tris 90 mM, Acido Boérico 90
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mM, EDTA 1 mM). O gel correu por volta de 2 horas a 150-160 volts. Ao final
da corrida, o gel foi secado procedendo-se em seguida a exposi¢ao do filme

ao gel em cassete a -80°C [Santana, et al., 2013; Santana, 2013].

4.7.4 Ensaios de Super-Shift

Os ensaios de Super-Shift do gel de retardo para NF-xB foi realizado de
maneira idéntica aos procedimentos descritos anteriormente. Foram
adicionados anticorpos especificos as subunidades que compde o complexo
NF-xB, durante o processo de incubacdo do extrato nuclear com o
oligonucleotideo, contendo a sequéncia especifica do NF-xB. Para tanto,

foram utilizados os anticorpos p50, p65 e c-Rel (Santa Cruz, CA, USA).

4.8 Analise Estatistica

A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada por meio de assimetria,
estatisticas de curtose e métodos graficos. O software estatistico SPSS
(versado 24.0; IBM, Armonk, New York, USA) foi utilizado para realizar as
analises estatisticas As analises estatisticas dos resultados da gel-shift foram
realizadas com o programa estatistico Prism (GraphPad, San Diego, EUA).
Foi usada ANOVA para comparacdes de pares de acordo com a formulacao
de Newman-Keuls. Todos os resultados foram apresentados como média +

erro padrdo. A significancia estatistica foi considerada a partir do p<0,05.
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5 RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1 Anélise da Presséao Arterial Média (PAM)

Apos a inducdo da morte encefélica, houve intensa elevacdo da pressao
arterial seguido de queda, indicando intensa atividade da resposta
autonémica simpatica. A dose de talidomida utilizada no presente estudo foi
bem tolerada e ndo afetou a estabilidade hemodindmica dos animais. Os
valores da PAM nos grupos foram mantidos acima de 50 mmHg durante todo
o periodo de acompanhamento, sem necessidade de uso de drogas
vasoativas ou coloides. Embora os animais do grupo controle apresentaram
PAM mais elevada, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos nos diferentes tempos analisados. Os resultados encontram-se

ilustrados na Figura 7.
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Figura 7. Andlise comparativa da evolu¢cdo da PAM entre 0s grupos experimentais

durante um periodo de 6 horas ap0s a induc&o da morte encefélica.
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5.2 Andlise das Concentra¢gdes Plasmaticas de AST, ALT, LDH e FA

As analises bioquimicas no plasma dos grupos estudados, revelaram que os
animais do grupo ME apresentaram valores significativamente elevados de
AST, ALT, LDH e FA, quando comparado aos grupos controle e tratados com
talidomida. O tratamento com talidomida reduziu significativamente a
concentracdo dessas enzimas, sugerindo um potente efeito protetor hepético

da talidomida (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise comparativa das enzimas indicadoras de lesao hepatica entre os
diferentes grupos experimentais.

GRUPOS
ParﬁrS/(E;tros Controle ME ME + Talidomida
ALT 66,6+9,2 232,7+40,9* 83,415,2%
AST 140,1+3,9k 349,2+26,5* 230,7+32,2*
LDH 267,1+17,7 411,1+12,4* 244,9+30,2*
FA 99,249,5 135,8+13,2* 102,4+8,7%

*p<0.05 vs. Controle; #p<0.05 vs. ME.

5.3 Imuno-histoquimica para Macréfagos M1

No grupo ME houve um significativo infiltrado de macréfagos no tecido
hepéatico em comparacgdo ao grupo controle (14,2+1,3 vs. 3,3+1,0 cels/mm?;
p<0,05). O tratamento com talidomida promoveu uma diminui¢do significativa
na infiltracdo desses macrofagos quando comparados aos animais do grupo
ME (5,6£1,3 vs. 14,2+1,3 cels/mm?; p<0,05). N&o houve diferenca significativa

entre 0s grupos controle e tratados com talidomida. As microfotografias
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representativas estao ilustradas nas Figuras 8A-C. A quantificacdo desses

macrofagos € mostrada em forma grafica na Figura 9.

Figura 8. Imuno-histoquimica para deteccdo de macrofagos M1 (setas) no tecido
hepatico 6 horas apds a indugédo da morte encefélica. (A) Controle; (B) ME; (C) ME +
Talidomida. Aumento 400X.

25-
—
S 20-
N ~
O & 15
@
8 »
o 8 10-
S
a
5-
=
0

Controle ME ME+Talidomida

Figura 9. Quantificacdo do infiltrado de macréfagos M1 no tecido hepético nos

diferentes grupos experimentais. *p<0.05 vs. Controle; #p<0.05 vs. ME.
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5.4. Anélise dos Mediadores Inflamatorios no Tecido Hepéatico

Afim de identificar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no
tecido hepético durante a morte encefalica, associada ao tratamento com
talidomida, mediadores inflamatérios foram analisados por PCR em tempo
real e ensaios MULTIPLEX/LUMINEX. Foram quantificadas as citocinas pro-

inflamatdrias TNF-a, IL1-f e IL-6, além da citocina anti-inflamatoria IL-10.

De uma maneira geral, os animais do grupo ME apresentaram niveis
significativamente aumentados da expressdo génica e da concentracdo
proteica das citocinas TNF-a, IL-13 e IL-6 em relacdo ao grupo controle,
indicando intenso processo imunolégico local. Por outro lado, os animais
tratados com talidomida, apresentaram diminuicdo significativa tanto na
expressdo, quanto na concentracdo tecidual de TNF-o, IL-1p e IL-6,
corroborando as propriedades imunomodulatérias da talidomida. Vale
ressaltar, que os valores obtidos na concentracdo proteica dessas citocinas,
alcancaram niveis equivalentes aos do grupo controle, indicando resgate

completo dos parametros imunoldgicos basais no tecido hepatico.

As analises da expressao de IL-10, por sua vez, nao mostraram diferenca
significativa entre os grupos. Os resultados estdo expressos na Tabela 3 e

ilustrados de forma grafica na Figura 10.



Tabela 3. Andlise comparativa dos mediadores inflamatoérios no tecido hepatico entre os diferentes grupos experimentais.

GRUPOS
Controle ME ME + Talidomida
Citocinas RNAmM Proteina RNAM Proteina RNAmM Proteina
(expressao relativa) (pg/ml) (expresséo relativa) (pg/ml) (expressdao relativa) (pg/ml)

TNF-a 1,0+0,1 17,9+1,9 2,240,1* 478,8+109,5* 1,3+0,3# 33,6+6,7*
IL-1B 1,0+0,2 17,3+2,4 2,9+0,2* 247,0+29,8* 2,1+0,1%* 30,0+1,7#
IL-6 1,0+0,2 40,8+4,8 2,7+0,5* 590,5+84,7* 1,3+0,5% 63,4+8,3"
IL-10 1,0+0,4 13,2+0,6 0,9+0,4 17,6422 1,1+0,6 14,7+1,0

*p<0.05 vs. Controle; #p<0.05 vs. ME.
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Figura 10. Andlise comparativa da expressdo génica e da concentracdo dos
medidores inflamatérios no tecido hepatico entre os diferentes grupos experimentais.
*p<0.05 vs. Controle; #p<0.05 vs. ME.
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Figura 10. Andlise comparativa da expressao génica e da concentracdo dos
medidores inflamatoérios no tecido hepéatico entre os diferentes grupos experimentais.
*p<0.05 vs. Controle; #p<0.05 vs. ME.

5.5. Deteccao de MHC de Classe | e MHC de Classe I

Na Figura 11 estdo apresentadas as expressoes (determinadas por meio de
PCR em tempo real) de duas importantes moléculas relacionadas com a
imunogenicidade no transplantes de 6rgéos, o MHC de Classe | e 0 MHC de
Classe II. A expressdo hepatica de cada uma dessas moléculas aumentou
significativamente no grupo ME em relacdo ao grupo controle, sendo
significativamente atenuada e, até mesmo normalizada, pelo tratamento com
talidomida. Digno de nota € o fato que os niveis expressos dessas moléculas,
especialmente o MHC de classe I, foram semelhantes aos do grupo controle,
indicando potente imunorregulacao local pela talidomida. Os resultados estéo

expostos na Tabela 4.
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Figura 11. Andlise comparativa da expressao génica de MHC de Classe | e MHC de
Classe Il no tecido hepatico entre os diferentes grupos experimentais. *p<0.05 vs.
Controle; #p<0.05 vs. ME.

Tabela 4. Andlise comparativa da expressdo de MHC de Classe | e MHC de Classe

Il no tecido hepatico entre os diferentes grupos experimentais.

GRUPOS
MRNA : ,
(expressio relativa) Controle ME ME + Talidomida
MHC de Classe | 1,0+0,2 2,0+0,3* 0,9+0,1%
MHC de Classe Il 1,0+0,2 2,6+0,4* 1,6+0,2"

*p<0.05 vs. Controle; #p<0.05 vs. ME.

5.6. Concentracdo Plasmatica dos Mediadores Inflamatorios

Com o intuito de avaliar a repercussao sistémica da resposta imunoldgica
neste modelo experimental, as citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL1-B e IL-6,
além da citocina anti-inflamatéria IL-10 foram dosadas no plasma dos animais

por meio de ensaios MULTIPLEX/LUMINEX.



RESULTADOS [

As analises revelaram que os animais do grupo ME apresentaram aumento
significativo na concentracdo plasmatica de TNF-a, IL1-B e IL-6 em relacdo
aos animais do grupo controle. O grupo que recebeu talidomida, entretanto,
apresentou um padrdo similar ao observado pela analise no tecido hepatico,
ou seja, reducdo significativa destas citocinas, indicando potente
imunorregulagdo sistémica. As andlises da IL-10 ndo revelaram diferencas

significativas entre os grupos. Os resultados estao expressos na Tabela 5.

Tabela 5. Andlise comparativa dos mediadores inflamatérios no plasma entre os

diferentes grupos experimentais.

GRUPOS
Parametros Controle ME ME + Talidomida
(pg/mL)
TNF-a 2,1+0,4 46,8+1,4* 4,610,9#
IL-1B 0,8+0,4 27,9+4,0* 2,410,4#
IL-6 2.966,5+793,7 9.310,0+976,8* 3.689,5+634,6%
IL-10 307,7+70,3 355,3+94,6 121,8+22,4

*p<0.05 vs. Controle; #p<0.05 vs. ME.

5.7. Andlise da Expresséo e da Atividade do NFxB

Para uma melhor compreensédo dos mecanismos moleculares envolvidos na
morte encefalica, foram realizadas analises da expressdo e da atividade do
NF-xB, pelos métodos RT-PCR e Gel-Shift (respectivamente) no tecido

hepatico.
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A expressao génica de NFkB foi significativamente maior no grupo ME em
relacdo ao grupo controle (1,0+0,1 vs. 2,1+0,1 expressao relativa; p<0,05). O
grupo tratado com talidomida, por sua vez, apresentou diminuigéo significativa
na expressdo génica de NFxB (2,1+0,1 vs. 1,1+0,1 expresséo relativa,;
p<0,05), corroborando os mecanismos imunomoduladores da talidomida

(Figura 12).

NF x-B

(expressao relativa)
*

Controle ME ME+Talidomida

Figura 12. Analise comparativa da expressao génica de NFkB no tecido hepatico

entre os diferentes grupos experimentais. *p<0.05 vs. Controle; #p<0.05 vs. ME.

Em paralelo, as analises pelo ensaio Gel-Shift mostraram que os animais do
grupo Controle apresentaram bandas pouco visiveis. Em contraste, o0s
animais do grupo ME apresentaram bandas densas, indicando ativagdo do
NFxB. Nos animais tratados com talidomida, as bandas mostraram-se
rarefeitas e comparaveis as observadas nos animais do grupo controle,
indicando bloqueio da ativacdo do NFkB pela talidomida (Figura 13). A
quantificacdo dessas bandas por densitometria € mostrada de forma grafica

na Figura 14, na qual as diferencas apontadas sédo mais claramente visiveis.
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Figura 13. Ensaios de Gel-Shift para NF-kB no tecido hepatico entre os diferentes
grupos experimentais. Composicdo do complexo de ligacdo de NF-xB/DNA

especifico e a sonda livre sdo indicadas (setas).
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Figura 14. Andlise da quantificacdo densiométrica (unidades arbitrarias) da banda de
NF-kB no tecido hepdético entre os diferentes grupos experimentais. *p<0.05 vs.
Controle; #p<0.05 vs. ME.

5.8. Andlise das subunidades p50, p65 e c-Rel

Para as subunidades envolvidos na ativacdo do NF-«B foi realizado o ensaio
de Super-Shift para identificar a composicdo dos dimeros que estavam
presentes no nucleo da células do tecido hepético. As anélises de Super-Shift
indicaram que os anticorpos contra as subunidades p50 e p65 induziram uma
diminuicdo parcial no complexo NF-xB. Por outro lado, a presenca de
anticorpos contra a subunidade c-Rel ndo afetou os complexos DNA-proteina.
Portanto, tomados em conjunto, estes resultados indicam que os
heterodimeros p50/p65 e o0os homodimeros p65/p65 foram inseridos no
complexo NF-kB/DNA. As imagens radiogréaficas representativas do ensaio

Super-Shift estdo ilustradas na Figura 15.
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Figura 15. Imagem ilustrativa do ensaio Super-Shift, 6 horas ap6s a inducdo da
morte encefalica (grupo ME), indicando a presenca/auséncia das subunidades p50,

p65 e c-Rel, no tecido hepatico.
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A doacdo de oOrgaos para transplantes tem evoluido ao longo dos anos,
especialmente em face ao desenvolvimento do diagnéstico da morte
encefélica [Power et al., 1995; Novitzky et al., 1987]. A morte encefélica, por
sua vez, é considerada como evento inicial de uma série de alteracbes de
natureza bioquimica, biofisica, molecular e imunolOgica, responsaveis por
efeitos deletérios progressivos na estrutura e funcdo dos 6rgdos somaticos
potencialmente transplantaveis [Martins et al., 2006]. Dentre estes efeitos,
destacam-se anormalidades cardiovasculares, alteracbes hormonais,
desarranjos metabdlicos, além de eventos imunolégicos [Power et al., 1995;

Novitzky et al., 1987].

O manejo dessas condicdes, de modo geral, concentra-se no suporte
hemodinamico e no controle enddcrino-metabdlico, enquanto a manutencao
da resposta imunolégica tem recebido pouca atencédo [Cooper et al., 1988].
Multiplos estudos apoiam fortemente o conceito que a resposta imunoldgica,
induzida pela morte encefélica, esta intimamente implicada com a
imunogenicidade do enxerto e, consequentemente, no impacto potencial da
sobrevida do 6rgdo transplantado [Martins et al., 2006]. Além disso, as
complexas alteracdes imunopatoldgicas observadas nos 6érgéos periféricos,
associadas a morte encefalica, sdo ainda pouco compreendidas [Zhang et al.,

2008].

Com o objetivo de elucidar os complexos mecanismos imunopatogénicos

envolvidos nessa condicdo, usamos um modelo experimental de morte
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encefalica, que reproduz as principais caracteristicas observadas em
humanos com diagndéstico de morte encefalica sendo, portanto, ferramenta
fundamental para estudos in vivo, bem como para testes e andlises de novas

estratégias terapéuticas.

Inicialmente, tecemos a hipotese de que o NFkB pudesse desempenhar um
papel central na regulacdo da resposta imune nos Orgaos periféricos e,
portanto, o bloqueio de sua atividade pudesse ter efeito protetor contra a
imunogenicidade do tecido hepatico. De fato, ha inimeras evidéncias clinicas
e experimentais mostrando que o NFkB regula genes ligados a imunidade
inata e adaptativa, apoptose, adesao celular, entre outros [Zhang et al., 2017,
Danobeitia et al., 2012, Martins et al., 2006]. Nesse contexto, com o intuito de
reforcar nossa hipoétese, investigamos os efeitos da talidomida no presente
modelo, com base em fortes evidéncias que mostraram seu papel
significativo, como potente droga com propriedades anti-inflamatérias e
imunomoduladoras [Chen et al., 2020; Santana et al., 2013; Park et al., 2004,

Majumdar et al., 2002].

Inicialmente, nossas analises mostraram que o modelo experimental de morte
encefélica é significativamente reprodutivel dentro de uma sequéncia
metodoldgica meramente técnica. Adicionalmente, realizamos
ultrassonografia transcraniana colorida, como exame subsidiario, para
determinacédo do diagnostico de morte encefalica. Foram avaliadas as artérias
intracranianas (artéria cerebral interna, artéria cerebral média direita e artéria
basilar) e, como esperado, verificou-se interrupcdo do fluxo sanguineo nos

vasos estudados, compativel com colapso circulatorio encefalico. Devido a



piscussAo RIS

necessidade de um operador especializado, poucos estudos experimentais

utilizam exames complementares para o diagndstico de morte encefélica.

Como esperado, as analises da monitorizacdo da presséo arterial revelaram
que imediatamente apdés a inducdo da morte encefalica, os animais
apresentaram aumento subito da PAM. Em seguida, 0s animais apresentaram
diminuicdo da presséo arterial, mantendo niveis pressoéricos considerados
normais e controlados durante o follow-up. Sabe-se que o aumento da
pressdo arterial durante as fases iniciais da morte encefalica € desencadeado
por uma intensa atividade simpatica secundéaria desenfreada (tempestade
adrenérgica) de curta duracdo, fato que traduz relacdo secundéaria e
transitoria a isquemia do tronco encefalico [Essien et al., 2017; Tuttle-Newhall
et al., 2003]. Posteriormente, ha diminuicdo dos niveis seéricos de
catecolaminas, devido a lesdes das estruturas vasomotoras centrais,
causadas pela disfuncdo neuronal generalizada, que acarreta na diminuicdo
do inotropismo e cronotropismo, baixo débito cardiaco e, consequentemente,

diminuicdo dos niveis presséricos [Tuttle-Newhall et al., 2003].

Nossas andlises no tecido sanguineo mostraram aumento nas concentracdes
plasmaticas das enzimas hepaticas (AST, ALT, LDH e FA), além das citocinas
pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-18 e IL-6) nos animais submetidos a morte
encefélica, corroborando estudos anteriores [Tuttle-Newhall et al., 2003,
Martins et al., 2006]. Esses achados reforcam a hipdtese de que o insulto
neurolégico desencadeia uma resposta neuroinflamatoria, resultando no

comprometimento funcional da BHE, no qual predispde um fluxo bidirecional

dos componentes imunolégicos entre o SNC e a circulacdo sistémica
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[Shlosberg et al., 2010]. As citocinas derivadas do SNC, especialmente TNF-
a, IL-1B e IL-6, ficam livres para interagir nos receptores localizados na
superficie dos tecidos periféricos, culminando no recrutamento de células

inflamatorias que induzem resposta intracelular local [Barklin, 2009].

Na vigéncia desse ambiente inflamatorio, células endoteliais apresentam a
habilidade de rapidamente sintetizar e liberar citocinas e fatores de
crescimento, que por sua vez, sdo potentes moduladores ndo apenas no
contexto imunolégico, mas também na regulacdo de fenbmenos de
hemostasia e trombose [Das et al., 2012]. De fato, o endotélio interage com
plaguetas da circulacdo que, em associacdo com o0s leucécitos, formam
grumos que podem obstruir a microcirculacdo, levando a danos isquémicos

diretos [Das et al., 2012].

Os fatores pro-inflamatérios também apresentam efeitos relevantes nas
células hepéticas, induzindo a sintese de mediadores quimicos (CCL2/MCP-1
e CXCL1), expressdo de MHC de classe Il, apoptose, entre outros [Watts et
al., 2018; Van der hoeven et al., 2003]. A producao local dessas moléculas
tem importancia, pois além de aumentar a infiltracdo/expansédo de macréfagos
no intersticio, causam leséo celular e declinio da funcéo hepatica e vascular

[Watts et al., 2018].

Destarte, fatores oriundos de células hepéticas podem ser utilizados pelas
préprias células (efeito autdcrino) ou pelas células adjacentes (efeito
pardcrino), perpetuando a resposta imune e as anormalidades funcionais

[Fernandez-Martinez, 2006]. Ou seja, como houve um fenédmeno imunoldgico
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sistémico, consequentemente houve lesdo do tecido hepatico, o que levou,

portanto, ao aumento das enzimas na circulagao.

No presente estudo, também observamos acumulo de macréfagos no figado,
identificados por imuno-histoquimica. Esse achado é reflexo dos efeitos
quimiotaticos sob acdo de mediadores liberados no local da lesdo que
recrutam grande quantidade de mondcitos, que sdo ativados (via classica) e

diferenciados em macréfagos M1 [Gordon, 2003].

Nossos experimentos de PCR em tempo real e o0s ensaios
MULTIPLEX/LUMINEX, demonstraram niveis aumentados tanto de mRNA,
guanto na concentracdo das citocinas pro-inflamatorias nas amostras de
tecido hepatico no grupo ME. Estes achados estdo em consenso com a
literatura [Watts et al., 2018]. De fato, durante o processo inflamatério células
endoteliais e hepéticas expressam receptores para TNF-a e IL-1p, levando a
expressdo génica, com consequente sintese proteica dessas citocinas

[Danobeitia et al., 2012].

7

Em paralelo, a IL-6 circulante € sequestrada pelo figado e funciona como
gatilho na producédo e liberacdo de proteinas de fase aguda, tais como
proteina C reativa, amiloide A sérico, al-antiquimotripsina e fibrinogénio
[Schett, 2018]. Concomitantemente, a IL-6 atua sobre os hepatdcitos
induzindo a formag&o de CCL2/MCP-1 potencializando o infiltrado inflamatoério

local [Mandrekar et al., 2011].

E interessante ressaltar, que a regulacdo da sintese de citocinas envolve,

principalmente, mecanismos de natureza molecular (transcricdo génica) em
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gue o mRNA confere ao sistema um controle eficiente na regulacdo desses
fatores [Liu et al., 2016]. Tomados em conjunto, tais observagdes permitem
concluir que a fisiopatologia da morte encefalica € um processo dinamico nao
restrito ao SNC, mas com notaveis efeitos sistémicos, especialmente nos

tecidos vascular e hepatico.

Considerado padrdo ouro do nosso trabalho, o estudo da expressao e do NF-
kB e das moléculas MHC, avaliados pelos ensaios de Gel-Shift e pelos niveis
de mRNA mostraram expressdes aumentadas, tanto de NF-xB, como de
moléculas MHC de classe | e MHC de classe Il no figado, reforcando a
hipétese de que a imunogenicidade do enxerto pode ser orquestrada, em
certa dimensédo, pelo NF-xB durante uma resposta imune [Liu et al., 2016,

Forloni et al., 2010].

A explicagdo para tais achados pode estar intimamente ancorada nos
conceitos fisiopatolégicos do NF-kB. Nesse contexto, a ativacdo do NF-kB,
pela via candnica, é desencadeada por sinais que ativam o complexo IKK,
com posterior fosforilacdo do IkB (ubiquitinacdo e degradacdo por
proteossomas) no compartimento citoplasmatico, permitindo que a forma
dimérica ativa do NF-xB (complexo p65/p50), transloque-se ao nucleo,
ligando-se no DNA e regulando a transcricdo de genes alvos [Liu et al., 2016;
Majumdar et al., 2002]. Sabe-se atualmente que o NF-xB pode ser ativado
pelo TNF-a (receptores TNFR) e pela IL-1p (receptores IL-1R), bem como por
espécies reativas de oxigénio, moléculas de adesédo, além da ativacdo dos
TLRs [Liu et al., 2016]. Consequentemente, ha aumento da expressdo de

MHC de classe |, além das moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM-1, todas
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essenciais no mecanismo de alorreconhecimento apds o transplante [Forloni
et al., 2010]. Outros estudos também reportaram que o NF-xB atua como um

modulador critico no controle da apoptose [Majumdar et al., 2002].

Seguindo essa linha conceitual, alguns estudos demonstraram que o TNF-a.,
potencializa a expressao de MHC de classe Il [Keller, et al., 2011; Kittur et al.,
2002], o que propicia concluir que o balanco entre as acdes coordenadas
entre NF-xB e citocinas, permite regular a imunogenicidade em um processo

de retroalimentagao positiva.

Nesse contexto, postulamos o tratamento com talidomida, uma droga cujos
efeitos envolvidos na imunoregulacdo vem sendo cada vez mais confirmados

na literatura.

Estudando-se o mecanismo de acédo da droga, gradualmente foram descritos
seus efeitos na modulacao de alguns tipos de reagcfes imunes, passando-se a
utiliza-la ndo somente em pacientes com hanseniase, mas também naqueles
pacientes HIV soro-positivos e em uma variedade de doencas associadas a
distarbios imunoldgicos, como mieloma multiplo, esclerose multipla e doenca

inflamatoria intestinal, entre outras [Tansey et al., 2001].

De maneira mais especifica, diversos experimentos mostraram que a
talidomida é um potente inibidor da expressao do NF-kB, através do bloqueio
da ativacdo do complexo IKK e da degradacdo do IkB, particularmente
guando a cascata de sinalizacdo é desencadeada pelo TNF-a [Majumdar et
al., 2002; Keifer et al.,, 2001]. Em um estudo classico na década de 90,

Sampaio et al. verificaram que, em macrofagos e mondcitos “in vitro”, a
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talidomida atuou na degradacdo do mRNA do TNF-a, caracterizado pela

reducgéo de sua meia vida (~30 para ~17 minutos) [Sampaio et al., 1993].

Com base na analise integrada dessas observacdes, nossos resultados
sugerem que a diminuicdo da imunogenicidade do tecido hepatico,
provavelmente ocorreu pelos efeitos imunomoduladores da talidomida,

principalmente pela diminuicdo da expressao do NF-«xB.

No entanto, atualmente a talidomida continua associada aos efeitos
teratogénicos que foram devastadores no passado. Médicos e pesquisadores
ainda tém receio irracional de usar e/ou estudar a droga, mesmo em
populacdes fora da idade reprodutiva ou em homens, por seus efeitos nas

mulheres gravidas.

A populacao-alvo proposta para o uso da droga, conforme sugerido pelo
presente estudo, seria de doadores de 6rgdos com diagnostico de morte
encefélica, ou seja, com seguranca e viabilidade clinica. A utilizacdo da
talidomida seria em instituicbes hospitalares sob o0 gerenciamento da
Organizacdo de Procura de Orgdos (OPO), responsavel pela
operacionalizacdo e demais procedimentos para obtencdo de orgados e

tecidos para transplantes.

Além disso, a conducdo de pesquisas e o0 desenvolvimento de novos
medicamentos sdo processos longos e altamente dispendiosos, ndo sendo
razoavel privar os medicamentos ja existentes, testando e maximizando seus
beneficios com comprovada seguranca, adequadamente amparados na

ciéncia.
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E indubitavel, por fim, que o entendimento progressivo da imunopatogénese
durante a morte encefélica, além do estudo de novas terapias, continuara a
desenhar progressos cientificos nessa area, podendo traduzir em um grande

impacto no processo de doacgdo e transplantes de érgaos.
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7. CONCLUSOES

Primaria:
v A talidomida exerceu um potente efeito imunomodulador no modelo

experimental de morte encefalica.

Secundaria:
v O tratamento com talidomida reduziu significativamente as citocinas
pré-inflamatérias e o infiltrado de macréfagos, confirmando o

envolvimento da resposta imune durante a morte encefélica;

v" A talidomida diminuiu significativamente a atividade do NF-kB no
tecido hepatico, provavelmente devido aos seus efeitos

imunomodulatérios;

v" O tratamento com talidomida foi eficaz em diminuir a alogenicidade no
tecido hepatico, mecanismo aparentemente mediado pela atividade
do NF-kB;

v' A talidomida melhorou significativamente os niveis das enzimas

hepaticas.
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