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RESUMO

Objetivos: Comparar a viabilidade de pancreas suinos transportados a frio estitico em dois modelos de transporte. Métodos:
Estudo pré-clinico prospectivo com delineamento caso-controle adaptado, realizado em 6rgios de suinos Landrace. A coleta de
dados foi realizada a partir de trés varidveis: temperatura, avaliagio macroscépica e histologia. As varidveis foram comparadas
utilizando dois modelos de acondicionamento: o caso, Embalagem Auténoma e Inteligente para Cadeia Fria de Sistemas de Saide
(EMAIS-SR), e o controle, embalagem térmica convencional amplamente utilizada e preenchida com gelo. Para temperatura, foram
utilizados trés termometros: dois para temperatura interna e um para temperatura de superficie. A avaliagio macroscépica analisou
coloragio, integridade tecidual, consisténcia e presenca de lesdes, edema ou hematomas no 6rgio. Para histologia, as amostras foram
fixadas e coradas por hematoxilina-eosina, que possibilita a visualiza¢gio da morfologia tecidual em microscopia 6ptica seguida de
andlise imuno-histoquimica. Resultados: Foram realizadas 10 cirurgias experimentais; seis pancreas foram acondicionados a frio
estdtico e transportados em embalagem com refrigera¢io ativa, enquanto quatro foram transportados em embalagem convencional
com gelo. Dentre os casos, somente um pancreas apresentou temperatura de saida mais alta (12,1 °C) que a preconizada de até 8 °C.
Contudo, frente a avaliagio macroscépica, o érgio com temperatura mais alta apds o transporte apresentou melhor avaliagio,
enquanto os demais mantiveram avaliagdo macroscépica qualitativa. Na andlise histolégica, em média, os pancreas transportados na
embalagem de refrigeracio ativa demonstraram melhor qualidade tecidual por apresentarem estruturas celulares mais preservadas.
Conclusio: O estudo demonstrou, por meio de modelo experimental pré-clinico, que, apesar de terem sido mantidos em padrio de
temperatura recomendado, os érgdos preservados na solugio tecnolégica EMAIS-SR, que nio utiliza gelo, demonstraram-se mais
bem preservados. Ademais, o iinico caso em que houve temperatura superior, ou seja, em que o 6rgio aqueceu ap6s acondicionamento,
ocorreu na embalagem tradicional com gelo. A pesquisa instiga a realizagio de novos e mais robustos estudos acerca de decisoes
clinicas sobre limites térmicos seguros e boas préticas para o transporte de pancreas destinados ao transplante.

Descritores: Pancreas; Transplante de Pancreas; Transplante de Orgios; Logistica; Isquemia Fria.

Pancreatic Tempemture During Tmnspon‘ for Tmnsplam‘az‘ion:ﬂ Preclinical Sz‘udy
ABSTRACT

Objectives: To compare the viability of porcine pancreases transported under static cold conditions using two transport models.
Methods: A prospective preclinical case-control study with an adapted design, conducted on Landrace pig organs. Data were
collected from three variables: temperature, macroscopic assessment, and histology. The variables were compared using two packaging
models: the experimental model, Autonomous and Intelligent Packaging for Cold Chain in Healthcare Systems (Embalagem
Autdnoma e Inteligente para Cadeia Fria de Sistemas de Sadde [EMAIS-SR]), and the control, a conventional thermal container
widely used and filled with ice. Three thermometers were used for temperature measurements: two for internal temperature and one
for surface temperature. The macroscopic evaluation analyzed color, tissue integrity, consistency, and the presence of lesions, edema,
or hematomas in the organ. For histology, the samples were fixed and stained with hematoxylin-eosin, which allows visualization of
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tissue morphology under light microscopy, followed by immunohistochemical analysis. Results: Ten experimental surgeries
were performed: six pancreases were stored under static cold conditions and transported in the active-cooling container, while
four were transported in the conventional ice-filled container. Among all cases, only one pancreas had an exit temperature
higher (12.1 °C) than the recommended maximum of 8 °C. However, in the macroscopic evaluation, the organ with the
higher exit temperature received a better evaluation, while the others maintained a qualitative macroscopic evaluation. In
histological analysis, on average, pancreases transported in the active-cooling container demonstrated better tissue quality
by presenting more preserved cellular structures. Conclusion: The preclinical experimental model demonstrated that,
although the organ was kept within the recommended temperature range, organs maintained in the technological solution
EMAIS-SR, which does not use ice, were better preserved. Furthermore, the only case in which temperature exceeded the
recommended limit, that is, in which the organ warmed after packaging, occurred in the traditional ice-filled container. The
research encourages the development of new and more robust studies on clinical decisions regarding safe thermal limits and
best practices for transporting pancreases intended for transplantation.

Descriptors: Pancreas; Pancreas Transplant; Organ Transplant; Logistics; Cold Ischemia.

INTRODUCAO

O pancreas desempenha papéis enddcrinos e exdcrinos vitais; sua faléncia, especialmente no diabetes mellitus tipo 1, de dificil
controle, principal indicagdo clinica e, mais raramente, em condi¢des como pancreatite cronica, pode exigir o transplante como terapia
definitiva'2. Contudo, o dérgio é particularmente sensivel & isquemia fria: desvios de temperatura ou prolongamento do tempo de
conservagao provocam lesdo endotelial, edema, trombose microvascular e pancreatite do enxerto, reduzindo a sobrevida do paciente
e do o6rgdo. Além disso, o aumento do tempo de isquemia fria esta associado a maior incidéncia de pancreatite do enxerto, trombose
vascular, atraso na fung¢ao do enxerto e necessidade de intervengoes cirdrgicas®, tornando o controle térmico durante o transporte um
dos principais desafios clinico-cirtrgicos no transplante pancretico. As diretrizes atuais recomendam manté-lo entre 2°C e 8 °C e
limitar o tempo de isquemia fria a 12 horas; exceder esses limites aumenta exponencialmente o risco de perda do enxerto’.

No cendrio clinico, o pancreas ainda é transportado em caixas térmicas convencionais com gelo, como os demais 6rgdos. Esses
recipientes oferecem isolamento passivo, mas geram gradientes térmicos imprevisiveis: regides proximas ao gelo podem atingir
temperaturas abaixo de 0 °C, causando lesdo por congelamento, enquanto outras ultrapassam 8 °C devido ao derretimento do gelo ou a
abertura frequente da tampa. Além disso, a técnica carece de registro continuo de temperatura, impedindo a rastreabilidade completa do
processo — a etapa de logistica, portanto, permanece um ponto critico e, muitas vezes, subnotificado na cadeia de transplante.

Para resolver essa lacuna, um convénio académico-industrial desenvolveu a embalagem ativa Embalagem Autoénoma e
Inteligente para Cadeia Fria de Sistemas de Saide (EMAIS-SR) durante 5 anos, integrando estudos de termodindmica, mecénica,
eletronica e ergonomia. O dispositivo combina controle eletrdnico de temperatura, almofadas de ar para absor¢do de impacto,
materiais de alta eficiéncia isolante e tecnologia digital que registra e transmite dados ambientais em tempo real*.

Para validar a eficiéncia da EMAIS-SR para o transporte seguro de 6rgaos para transplante, realizou-se pesquisa pré-clinica com
6rgaos de suinos e, de maneira inédita, mediu-se a temperatura interna do pancreas com sondas, simultaneamente a temperatura
de superficie, permitindo identificar possiveis gradientes internos ndo detectaveis por métodos externos. Essas leituras foram
correlacionadas com parametros de viabilidade macroscopica e com alteragdes histoldgicas padronizadas, oferecendo uma visao
detalhada do impacto do transporte tanto em caixa térmica com gelo quanto na EMAIS-SR.

Portanto, o objetivo do estudo é comparar a viabilidade de pancreas suinos transportados a frio estético em dois modelos de transporte.

METODOS
Tipo de estudo

Estudo pré-clinico prospectivo com delineamento caso-controle adaptado, realizado com pancreas de suinos Landrace. A
intervengédo (caso) consistiu no uso da embalagem térmica ativa EMAIS-SR, comparada a um cooler convencional com gelo
(controle). O desfecho primdrio foi a viabilidade do 6rgdo, avaliada por (i) temperatura interna e de superficie, (ii) aparéncia
macroscopica e (iii) histologia. Esse delineamento foi escolhido porque as caixas térmicas com gelo, amplamente empregadas, ja
apresentam resultados satisfatorios e servem como referéncia. Um estudo-piloto prévio ajustou os procedimentos®. O artigo foca

especificamente nos resultados de temperatura e viabilidade do pancreas.
Local do estudo

O estudo foi desenvolvido na Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), no Laboratdrio de Técnica Operatdria e Cirurgia

Experimental.
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Animais, anestesia e monitoramento intraoperatorio

Foram incluidas 10 porcas Landrace (~ 25 kg) provenientes de granja vinculada a UNIFESP. Os animais receberam cuidados
adequados antes do transporte e foram acomodados em caixas de madeira ventiladas, sob supervisao veterindria continua. A
anestesia consistiu em cetamina 15 mg/kg e midazolam 0,2 mg/kg por via intramuscular, seguidos de indugao intravenosa com
propofol 7 mg/kg. Apés intubagdo, mantiveram-se sob isoflurano 1,5-2% por 4 horas. A analgesia foi fornecida com fentanil
2,5 mg/kg, e administraram-se doses adicionais de propofol conforme a necessidade.

Captacao do pancreas

Ap6s incisao toracoabdominal e canulagdo da aorta, realizou-se o pingamento da aorta descendente, e a cavidade abdominal
foi preenchida com gelo triturado (solugéo salina congelada) para induzir resfriamento rdpido. Simultaneamente, infundiram-se
2 litros de Custodiol® pela canulagdo. Os érgaos foram removidos nessa ordem: coragio, figado, pancreas e rins. Em seguida, cada

orgao foi levado a mesa auxiliar, e o pancreas nao foi perfundido, somente preparado para o acondicionamento’.
Transporte e acondicionamento

Cada pancreas foi acondicionado por um método estéril de trés camadas: (i) bolsa interna estéril contendo o 6rgéo imerso
em solugdo Custodiol®; (ii) segunda bolsa estéril preenchida com solugio salina fria; e (iii) bolsa externa estéril. Os conjuntos
foram alocados em duas modalidades de transporte em cada experimento: uma caixa térmica convencional de plastico com gelo
(controle) ou o dispositivo EMAIS-SR (caso). A EMAIS-SR foi testada em dois niveis de maturidade tecnoldgica [technology
readiness level (TRL)] diferentes.

Nos experimentos, foi utilizado o protétipo da embalagem ativa, denominado EMAIS-SR (TRL6 e TRL7). Ambos compartilham
0 mesmo principio de funcionamento (refrigeracdo ativa com controle eletrénico de temperatura na faixa indicada para érgaos
solidos), porém o modelo TRL7 corresponde a uma versao mais avangada, com melhorias de engenharia (set-points de temperatura
e calibragdo) que resultam em maior estabilidade da temperatura interna. Esses pardmetros foram ajustados apos os primeiros
testes. Conceitualmente, ambos compdem o mesmo grupo de Embalagem Experimental EMAIS-SR, dado que foram ajustes e
aperfeicoamentos no protétipo e ndo a modificagdo ou troca do dispositivo.

Apos acondicionados, foram transportados de automével por 30 minutos em trajeto urbano simulado e, em seguida, mantidos 90

minutos em repouso nolaboratorio, perfazendo 120 minutos minimos de exposigdo continua dentro do sistema de acondicionamento®.
Coleta dos dados

O método de coleta dos dados foi descrito em estudo anterior®. Brevemente, os dados foram coletados em duas fases: primeiro,
assim que o 6rgao foi retirado da cavidade e durante o preparo para acondicionamento (HO) e, depois, apds transcorrido o tempo
de permanéncia de cada 6rgao na embalagem (H2). Portanto, o tempo de permanéncia do 6rgao nas embalagens corresponde a
diferencga entre H2 e HO.

Com relagdo a temperatura, ela foi mensurada por dois métodos diferentes. No primeiro, foram utilizados dois termometros
do tipo sonda (termometro culindrio), inseridos em 4ngulo de 45° e mantidos até a estabilizacdao dos indicadores, conforme
orientacdo do fabricante. Em seguida, foi aferida a temperatura de superficie com um termémetro infravermelho, posicionado
a 2 cm do 6rgdo e mantido por 2 a 3 segundos, também conforme instrugdes do fabricante. Os locais de inser¢do e aferigdo de
temperatura foram padronizados: os termdmetros internos foram inseridos na cabega e no corpo do péncreas e a aferi¢cio de
superficie foi realizada no centro do 6rgéo - regides onde a variagdo térmica poderia ser maior.

A viabilidade do 6rgao foi mensurada por meio de analise macroscdpica, isto é, da aparéncia do pancreas nos dois momentos
de coleta dos dados, e de anilise histoldgica, que visou visualizar a arquitetura tecidual do 6rgao.

Para a macroscopia, desenvolveu-se um instrumento de coleta de dados a partir de estudo prévio de avaliagao morfoldgica’. O
instrumento contempla: coloragio (branco leitoso, amarelo, marrom-claro, rosa ou rosa-acinzentado); qualidade do 6rgao, composta
por lesdo tissular (ausente = 0; contusdo = 1; laceracdo = 2; outro = 3); calcificagdo (ausente = 0; parcial = 1; total = 2); consisténcia
(rigidez ausente = 0; parcial = 1; total = 2); e presenga de hematoma ou edema (sim = 1; ndo = 0). Quanto mais préximo de 0 o escore
obtido na avaliagdo, melhor a condi¢éo do 6rgio; para coloragio, considerou-se ideal a manutengao do tom original.

Para a histologia, amostras padronizadas foram coletadas da cauda do pancreas antes do acondicionamento (HO) e novamente
apos o transporte (H2). Os fragmentos foram fixados em paraformaldeido 4% (tampao fosfato) por 24 horas, desidratados em
séries crescentes de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina a 60 °C. Cortes de 4 um foram obtidos em micrétomo
tipo Minot (espagamento de 50 um) e corados com hematoxilina-eosina (HE) para andlise histomorfométrica.

Os cortes corados por HE foram examinados em microscépio 6ptico. A aquisi¢ao das imagens foi realizada com cdmera AxioCam
ICc 5 de alta resolugio, acoplada ao microscépio de luz AxioLab Al (ZEISS®), equipado com objetiva A-Plan 40x e ampliagao de

captura de 0,63x. As imagens foram obtidas utilizando o software AxioVision 40x64, versdo 4.9.1.0 (ZEISS®), garantindo adequada
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documentagio das caracteristicas histologicas avaliadas. No total, foram analisadas 20 imagens representativas, distribuidas entre
os grupos controle e EMAIS-SR.

A avaliagao morfoldgica inicial dos cortes histologicos corados por HE foi utilizada como critério para a sele¢io de laminas
representativas destinadas a analise imuno-histoquimica. Para a andlise imuno-histoquimica da expressao das proteinas BCL-
2 e p53 no pancreas, foram utilizados cortes histoldgicos de 4 um de espessura, obtidos a partir de fragmentos pancreaticos
previamente fixados em formaldeido a 10% tamponado e posteriormente incluidos em parafina. Os cortes histoldgicos foram
montados em laminas silanizadas, mantidos & temperatura ambiente para secagem e, em seguida, acondicionados em estufa a
60 °C por 1 hora, com a finalidade de promover adequada aderéncia tecidual.

A desparafinizagdo dos cortes foi realizada em trés banhos consecutivos de xilol, com dura¢do de 10 minutos cada, seguida
de reidratagdo em etanol em concentragdes decrescentes de 100%, 95% e 70%, permanecendo 5 minutos em cada solu¢do, com
lavagem final em 4gua destilada. A recuperagéo antigénica foi conduzida em tampéo citrato 10 mM, pH 6,0, por aquecimento em
panela de vapor por 20 minutos. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, o bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado
por incubagdo com solu¢do de perdéxido de hidrogénio a 3% em metanol, na propor¢ao 1:9, durante 10 minutos, seguida de
lavagem em tampdo fosfato-salina 0,1 M, pH 7,4.

O bloqueio de ligagdes inespecificas foi realizado com albumina sérica bovina a 3% por 30 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, foi realizada a incubagio com os anticorpos primdrios BCL-2 (clone sc-7846, Santa Cruz Biotechnology®, policlonal,
dilui¢do 1:100) e p53 (clone sc-126, Santa Cruz Biotechnology®, policlonal, dilui¢do 1:100).

A incubagido com os anticorpos primadrios foi realizada por 16 horas a 4 °C. Apos esse periodo, as laminas foram lavadas
em PBS e incubadas com anticorpo secunddrio biotinilado por 30 minutos, seguida da aplicagdo do complexo estreptavidina-
peroxidase por mais 30 minutos, ambos diluidos em tampao TRIS, pH 7,6. A revelagao da reagéo foi realizada com solugio de
DAB, preparada imediatamente antes do uso, até a visualiza¢do da coloragdo marrom indicativa de imunopositividade.

Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer por 20 segundos, lavados em agua corrente, desidratados em séries
crescentes de etanol, diafanizados em xilol e montados em meio sintético Entellan®. Como controle positivo, foram utilizadas
laminas de tecido de bago, enquanto os controles negativos foram obtidos pela substitui¢do do anticorpo primério por PBS.

Asanélises microscopicas foram realizadas em microscépio de luz AxioLab A1 (Carl Zeiss®), utilizando objetiva de 40x. Para a avaliagio
da intensidade de marcagio, foram selecionados campos representativos por lamina. A quantificagdo da coloragao marrom indicativa de

imunopositividade foi realizada no software Image]J®, com valores expressos em unidades arbitrarias de densidade dptica (0-255).
Analise dos dados

Os dados de temperatura foram analisados por medidas de tendéncia central, considerando média e desvio padrao.

Na anélise macroscopica, os escores quantitativos compuseram a média relacionada a varidvel “qualidade do érgao”. Valores médios
estaveis indicaram preservagao da qualidade visual, enquanto aumentos ou redugdes refletiram, respectivamente, melhora ou piora do
aspecto. Para o pancreas, escores mais baixos corresponderam & melhor qualidade. A comparagio entre os valores obtidos antes (HO) e
apos o transporte (H2) indicou se a aparéncia do érgio havia melhorado ou se deteriorado, incluindo o padrédo da tonalidade referida.

A andlise histolégica baseou-se em cortes corados por HE que possibilitam a visualiza¢do da morfologia tecidual em microscopia
Optica. Estruturas basofilicas (por exemplo, ntcleos contendo DNA) apresentaram-se em tons de azul a roxo, enquanto
componentes acidofilicos (citoplasma) mostraram coloragio rosa a vermelha, permitindo a identificagdo de alteragdes estruturais
no tecido pancredtico. Os resultados imuno-histoquimicos foram expressos como média + desvio padréo, considerando-se a
marcagdo citoplasmatica como padrio de positividade para BCL-2 e a marcagdo nuclear como padréio de positividade para p53.

Ap6s a quantificagdo, foram selecionadas fotomicrografias correspondentes ao padrao de imunomarcagio observado.
Aspectos éticos

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UNIFESP (n.c 4197081221). Todos os

procedimentos foram planejados para minimizar o sofrimento animal.

RESULTADOS

Foram realizadas 10 cirurgias experimentais com suinos. Os pancreas foram acondicionados e transportados em seis
experimentos na EMAIS-SR e em quatro na embalagem controle (caixa térmica de 16 litros preenchida com gelo). A média do
tempo de isquemia fria dos drgaos transportados na embalagem controle foi de 3 horas e 34 minutos (+ 14 minutos), enquanto a
média do tempo de permanéncia dos 6rgdos na embalagem controle foi de 2 horas e 41 minutos (+ 12 minutos). Para a EMAIS-
SR, a média de isquemia fria foi de 3 horas e 28 minutos (+ inferior a 1 minuto), e a média do tempo de permanéncia dos pancreas

nas embalagens foi de 2 horas e 35 minutos (+ inferior a 1 minuto).
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Embora tenham sido observadas pequenas variagdes no tempo de permanéncia dos drgaos nas embalagens (diferenca entre
H2 e H0), tanto no grupo controle quanto no grupo EMAIS-SR, os tempos médios foram semelhantes, com variagdo méxima
de 12 minutos. Essas diferencas refletem ajustes operacionais inerentes ao modelo experimental e ndo configuram discrepéancias
sistematicas entre os grupos.

Quanto a temperatura, a Tabela 1 apresenta os valores médios e o desvio padrido das temperaturas internas e de superficie dos
orgdos avaliados no experimento. Ressalta-se que, dentre os casos, somente um pancreas, transportado na embalagem controle,
apresentou temperatura de saida mais alta (12,1 °C), mensurada no termometro interno, enquanto o termdmetro de superficie

apresentou 6,1 °C.

Tabela 1. Valores de temperatura em °C (HO e H2) dos 6rgéos transportados na embalagem controle e
na EMAIS-SR (média + DP).

Temperatura interna Temperatura de superficie
Embalagem
Ho H2 Ho H2
Controle (n =4) 9,3+2,1 6,2 + 4,1 6,5+ 2,9 42+1,3
EMAIS-SR (n = 6) 9,1+2,4 54+ 1,4 5,9 £2,6 42+1,3

Fonte: Elaborada pelos autores.

A Fig. 1 apresenta o padrdo de comportamento médio das temperaturas. Nota-se que o valor de temperatura interna obtido é

a média dos valores mensurados nos dois termdmetros.

Média da temperatura interna do pancreas Média da temperatura de superficie do pancreas
20°C - 20°C -
15°C | 15°C |
10°C 10°C A Il EMAIS-SR
6,5°C == Controle
5°C 5°C 4 4,2 °C
0°C 0°C A
HO H2 HO H2

Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 1. Representagdo gréfica das médias de temperatura (°C) obtidas no experimento.

Com relagio a avaliagdo macroscopica, os Orgaos transportados na embalagem controle apresentaram média de 9,9 cm de
comprimento (+ 2,8 cm) e 5,4 cm de largura (+ 1,9 cm). Jé os 6rgaos transportados na EMAIS-SR apresentaram em média 18,2
cm de comprimento (£ 1,7 cm) e 7,4 cm de largura (+ 1,8 cm).

Quanto a viabilidade do érgio, a Tabela 2 apresenta os resultados a partir da analise macroscdpica. Nota-se que o Ginico 6rgao

avaliado com melhora do aspecto geral foi o que apresentou temperatura de saida de 12,1 °C, superior ao valor preconizado.

Tabela 2. Avaliagdo macroscopica de pancreas a partir de formulario desenvolvido.

Qualidade do 6rgao* Coloragao L
Embalagem . . . . Avaliagao
Pré-transporte Po6s-transporte Pré-transporte Po6s-transporte

0,4 0,0 Branco leitoso Branco leitoso Melhora
Controle 0,0 0,0 Branco leitoso Branco leitoso Sem alteragao
(n=4) 0,0 0,0 Branco leitoso Branco leitoso Sem alteragao
0,0 0,0 Branco leitoso Branco leitoso Sem alteragao
0,0 0,0 Amarelo Amarelo Sem alteragao
0,0 0,0 Branco leitoso Branco leitoso Sem alteragao
EMAIS-SR 0,0 0,0 Branco leitoso Branco leitoso Sem alteragao
(n=6) 0,0 0,0 Branco leitoso Branco leitoso Sem alteragdo
0,0 0,0 Branco leitoso Branco leitoso Sem alteragdo
0,0 0,0 Branco leitoso Branco leitoso Sem alteragao

Fonte: Elaborada pelos autores. *Média dos valores obtidos nas avaliagdes das variaveis lesdo tissular, calcificagdo, consisténcia e presenca de
hematoma ou edema.
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Com relagdo a histologia, no grupo controle antes do transporte foram observadas estruturas exdcrinas (responsaveis pela
produgéo de enzimas digestivas) e uma pequena porgao enddcrina (ilhotas pancredticas). As estruturas pancredticas exdcrinas
formam estruturas tubuloacinares, organizadas em l6bulos. Os dcinos sdo constituidos por células poliédricas, com nucleos
arredondados e claros, localizados na porg¢ao basal; a por¢ao apical apresenta granulagoes eosindfilas. Ao redor dos acinos e dos
ductos pancreaticos, notou-se a presenga de tecido conjuntivo frouxo. Entre os 16bulos, notou-se a presenga de ductos revestidos
por epitélio simples pavimentoso ou ctbico baixo. A por¢do exdcrina é constituida pelas ilhotas pancreaticas, dispersas no
parénquima exdcrino. As ilhotas contém células enddcrinas com citoplasma claro e nicleos bem definidos.

A arquitetura histologica basica dos cortes de pancreas dos animais pertencentes ao grupo da EMAIS-SR apresenta também a mesma
estrutura do grupo controle. No entanto, nos cortes dos pancreas do grupo embalagem controle, ndo se observou a delimitagao precisa
dos 4cinos, com algumas dreas mal preservadas, o que também foi observado na analise do pancreas que obteve temperatura de saida de
12,1 °C. Embora esse 6rgao tenha obtido avaliagdo de melhoria do aspecto macroscdpico, essa avaliagdao nao se manteve ao observar as
estruturas celulares. No grupo Embalagem Experimental (EMAIS-SR) a maioria dos nuicleos estd bem preservada.

Com relagio a porgio enddcrina, as ilhotas pancredticas apresentaram boa preservagao morfoldgica em todos os grupos avaliados.
Observou-se a manutengio de contornos bem definidos e organizagao celular tipica, com células enddcrinas apresentando citoplasma
claro e nucleos bem delimitados. Ndo foram identificadas alteracdes estruturais, desorganizagdo celular ou sinais evidentes de
degeneragdo das ilhotas pancredticas, indicando preservagao da arquitetura enddcrina do pancreas nas condigdes experimentais
avaliadas. A Tabela 3 apresenta as fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do pancreas que ilustram essa descrigio.

Tabela 3. Fotomicrografias representativas de cortes histoldgicos do pancreas corados por HE antes e apds o transporte,
nos grupos controle e EMAIS-SR.

Embalagem controle

Depois do transporte Analise

Alteragao da coalescéncia dos dcinos pancreaticos e nucleos picnéticos
(escuros).

Presenga de alteragdes antes mesmo do transporte. Apds o transporte, manteve-se.

Alteragao da coalescéncia dos acinos pancreaticos e nucleos picnéticos
(escuros).

Alteragao da coalescéncia dos acinos pancreaticos e ntcleos picnéticos
(escuros).

EMAIS-SR
Antes do transporte Depois do transporte Andlise

Presenga de alteragdes em apenas uma regido; no entanto, os nicleos
mantiveram-se integros.

Continua...
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Tabela 3. Continuacio.

EMAIS-SR
Antes do transporte Depois do transporte Analise

Nao foram observadas alteragoes.

Nio foram observadas alteragoes.

Presenga de alterages tanto antes quanto depois do transporte, preservacao dos
nucleos (possivel problema com a fixagio).

Nao foram observadas alteragoes.

Nao foram observadas alteragoes.

Fonte: Elaborada pelos autores. Aumento de 40x. Barra de escala = 10 pm.

A andlise imuno-histoquimica dos fragmentos pancreaticos corados para BCL-2 revelou marcagdo positiva em todos os
grupos avaliados, com predominio de expressdo citoplasmaética nas células do parénquima pancredtico. A imunopositividade
apresentou distribuigao homogénea tanto nas amostras analisadas antes do transporte quanto naquelas submetidas ao transporte
em embalagem controle e EMAIS-SR.

Embora ndo tenha sido observada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, verificou-se discreta tendéncia
a maior intensidade de marcagdo no grupo EMAIS-SR em compara¢do ao grupo embalagem controle, sugerindo adequada
preservagdo da integridade celular e dos mecanismos antiapoptéticos no tecido pancreético apds o transporte.

A analise densitométrica da imunomarcagio para BCL-2 no pancreas demonstrou valores semelhantes entre os grupos avaliados. O
grupo controle, antes do transporte, apresentou média de 188,6 + 2,2 unidades arbitrarias. Entre as andlises dos 6rgdos submetidos ao
transporte, o grupo embalagem controle apresentou média de 168,1 + 6,6 unidades arbitrarias, enquanto o grupo EMAIS-SR apresentou
média de 175,4 + 5,1 unidades arbitrarias. Observa-se discreta tendéncia a maior intensidade de marcagéo no grupo experimental,
sugerindo melhor preservagdo da integridade celular apos o transporte, embora sem diferenca expressiva entre os grupos.

Nos cortes imuno-histoquimicos para p53, nido foi observada imunorreatividade nuclear especifica, indicando auséncia
de expressao detectdvel dessa proteina nas amostras pancredticas analisadas. Esse achado é biologicamente compativel com a
integridade estrutural e funcional do tecido pancreatico estudado.

Embora a preservagdo morfoldgica das ilhotas pancredticas tenha sido evidenciada, a identificagio especifica de granulos de
insulina por imunomarcagio nio foi realizada neste estudo, configurando um objetivo para investiga¢des futuras.

A Tabela 4 apresenta as fotomicrografias de cortes histologicos de pancreas submetidos & imuno-histoquimica para BCL-2 e

P53 nos diferentes grupos analisados.
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Tabela 4. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de pancreas submetidos a imuno-histoquimica para BCL-2 e
P53 nos diferentes grupos analisados.

BCL-2

Saoa .
el Nt 5y 3 2 L 5. o all

Embalagem Experimental

Antes do transporte Embalagem controle

Fonte: Elaborada pelos autores. Aumento de 20x. Barra de escala = 50 pm.

DISCUSSAO

A discussdo dos padrdes térmicos de preservagdo do pancreas para transplante é fundamental, visto que o 6rgao é particularmente
sensivel as variagdes térmicas durante o armazenamento e transporte. As diretrizes atuais sugerem temperaturas entre 2 °C e 8 °C,
com o ideal préximo a 4 °C’. No entanto, observa-se uma lacuna significativa quanto a validagdo clinica definitiva desses
limites térmicos, especialmente diante da introdugdo de novas tecnologias e solugdes de preservagio. Neste estudo, destacou-
se a superioridade da solu¢do tecnoldgica EMAIS-SR, que dispensa o uso de gelo, proporcionando melhor preservagio celular,
mesmo quando comparada a embalagem convencional com gelo. Isso indica que o padrdo atual pode necessitar de revisdes
futuras & luz de tecnologias emergentes””.

Embora os resultados sejam apresentados separadamente para os prototipos EMAIS-SR TRL6 e TRL7, ambos representam
estagios distintos de maturidade da mesma tecnologia de embalagem ativa, ndo configurando sistemas independentes, mas
versoes evolutivas com o mesmo principio de controle térmico.

Considerando que todos os tempos de permanéncia permaneceram amplamente abaixo do limite clinico de isquemia fria
descrito na literatura, a variagdo observada no tempo de acondicionamento nio foi considerada suficiente para justificar,
isoladamente, diferencas relevantes na viabilidade histoldgica entre os grupos®*.

Adicionalmente, é importante mencionar que a aferigdo da temperatura por termdmetro interno e de superficie demonstrou
resultados divergentes em alguns casos, ressaltando que medi¢des superficiais podem subestimar ou superestimar a temperatura
real interna dos érgdos, o que implica um alerta para métodos padronizados mais precisos na pratica clinica. A utilizagao de
termoOmetros de superficie é mais indicada por esses ndo terem contato com os drgaos; contudo, padronizagdes e margens de erro
precisam ser estabelecidas. Isso é visualizado em outros estudos que avaliaram a temperatura de rins em cendrios reais, ambos
com instrumentos de aferi¢do diferentes e com graus de confiabilidade distintos, o que limita a comparag¢do dos achados'®!'.

Pesquisas recentes com outros 6rgios, como pulmao'>"®, também tém revisitado os padrdes térmicos tradicionais, sugerindo
ajustes nas faixas de temperatura para maximizar a viabilidade pos-transplante e otimizar o tempo entre captagdo e transplante.
Esses estudos reforcam a importancia da continua investigacao de limites térmicos especificos e individualizados para cada tipo
de 6rgao, levando em consideragio suas caracteristicas metabdlicas e susceptibilidade a lesdo isquémica.

Com relagio a avaliagdo macroscdpica utilizada no estudo, a andlise visual fornece informagdes iniciais importantes sobre a
integridade fisica do 6rgao®. Contudo, esse método apresenta limitacdes significativas, uma vez que depende da subjetividade
do observador e nao detecta alteracdes estruturais e funcionais profundas, particularmente aquelas de nivel celular. Por isso,
¢é recomendavel que a avaliagdo qualitativa visual seja complementada por métodos objetivos, como a histologia, para garantir

avaliacdo mais abrangente da viabilidade.
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A analise morfoldgica do pancreas corado por HE evidenciou adequada preservagéo estrutural do parénquima pancreatico
nas amostras analisadas antes do transporte, envolvendo os compartimentos exdcrino e enddcrino. Nessas amostras, observou-
se organizagio preservada dos 4cinos pancredticos, com citoplasma integro e limites celulares bem definidos, bem como ilhotas
pancredticas com contornos regulares, arquitetura celular preservada e clara distingdo em relagdo ao tecido exdcrino adjacente,
caracterizando um padrdo morfoldgico compativel com integridade tecidual basal'.

Aposotransporte, diferengas discretas foram observadas entre os grupos experimentais. No grupo embalagem controle, os cortes
corados por HE revelaram altera¢des compativeis com estresse tecidual leve, incluindo rarefagdo focal do parénquima exdcrino,
heterogeneidade na disposigdo dos 4cinos e vacuolizagdo citoplasmadtica pontual. As ilhotas pancreaticas, embora preservadas
e identificaveis, apresentaram, em alguns campos, limites menos definidos e discreta heterogeneidade celular, sugerindo maior
sensibilidade do compartimento enddcrino as condi¢des de acondicionamento. Em contraste, no grupo EMAIS-SR, o parénquima
pancreatico apresentou organizagdo mais homogénea, com 4cinos bem preservados e ilhotas pancreaticas mantendo contornos
regulares e arquitetura celular integra, aproximando-se do padrdo observado nas amostras antes do transporte.

A anidlise imuno-histoquimica complementou os achados morfoldgicos. A proteina p53 atua como reguladora central da
estabilidade gendmica, sendo ativada principalmente em resposta a danos ao DNA, hipdxia ou estresse oxidativo, enquanto, em
condigdes fisiologicas, seus niveis permanecem baixos devido a degradagio continua mediada por MDM2'>'¢. No estudo, ndo
foi observada imunorreatividade nuclear especifica para p53 nas amostras analisadas, tanto antes quanto apds o transporte, nos
grupos embalagem controle e EMAIS-SR, abrangendo o parénquima exdcrino e as ilhotas pancredaticas. Esse padrdo é compativel
com a manuteng¢do da homeostase genémica e com a auséncia de ativagio significativa de vias apoptoticas dependentes de p53'7-'%.

A auséncia de expressdo detectdvel de p53 nas amostras antes do transporte refor¢a a interpretacio de que esse tecido representa
o estado basal de integridade pancredtica. Nos grupos pds-transporte, a manutengo desse perfil indica que, apesar das alteragdes
morfologicas discretas observadas no grupo embalagem controle, nao houve estimulo lesivo suficiente para desencadear resposta
apoptotica classica mediada por p53. No grupo EMAIS-SR, a associagdo entre morfologia preservada e auséncia de p53 reforga a
eficacia do método de acondicionamento na manutengao das condigdes fisiologicas do tecido pancredtico®.

A expressdo citoplasmatica de BCL-2 observada no tecido pancredtico, incluindo células do compartimento exdcrino e das
ilhotas pancredticas, complementa esse cendrio. A proteina BCL-2 desempenha papel fundamental na inibi¢do da via intrinseca
da apoptose, ao bloquear a liberagao mitocondrial de citocromo ¢?*?'. A presenga de imunopositividade para BCL-2 nas amostras
antes do transporte indica expressdo basal de mecanismos celulares de sobrevivéncia. Apds o transporte, a manutengdo da
expressdo de BCL-2 nos grupos embalagem controle e EMAIS-SR sugere preservagio desses mecanismos, com discreta tendéncia
a maior intensidade de marcagio no grupo experimental, em consondncia com os resultados densitométricos?.

A integragdo entre os achados morfoldgicos e imuno-histoquimicos demonstra coeréncia entre estrutura e fungdo celular no
péncreas avaliado. As amostras analisadas antes do transporte representam o padrdo basal de integridade tecidual, enquanto
o grupo EMAIS-SR manteve caracteristicas morfoldgicas e moleculares mais proximas desse padrdo apds o transporte. O
grupo embalagem controle apresentou alteragdes estruturais discretas, porém sem evidéncias de ativagdo de vias apoptoticas
dependentes de p53, com manutenc¢io da expressdo de BCL-2 como possivel mecanismo adaptativo de protecio celular.

A andlise imuno-histoquimica foi realizada em laminas selecionadas apds avaliagdo morfoldgica prévia por HE, em
conformidade com a literatura metodoldgica consolidada**. Dessa forma, ao associar os achados morfoldgicos obtidos por
HE as vias moleculares avaliadas, conclui-se que o método de acondicionamento empregado no grupo EMAIS-SR foi eficaz na
preservagdo do parénquima pancreatico e das ilhotas pancredticas, mantendo condi¢des proximas aquelas observadas antes do
transporte e contribuindo para a manuten¢ao da homeostase celular.

Este estudo pode ainda fornecer insights importantes sobre os métodos empregados na pratica clinica atual para avaliagdo de
viabilidade dos 6rgdos. A combinagdo das analises macroscépica e histoldgica aqui empregadas sugere que protocolos futuros
possam beneficiar-se significativamente da inclusdo de medidas mais objetivas e tecnoldgicas, ndo apenas na etapa final pré-
transplante, mas ao longo de todo o processo de transporte e acondicionamento.

Por fim, as limita¢des do estudo devem ser consideradas. Por ser um estudo pré-clinico conduzido em modelo animal, os
resultados ndo podem ser diretamente extrapolados para a pratica clinica humana sem validagao adicional em estudos clinicos
robustos. Além disso, o numero reduzido de 6rgaos estudados limita a generalizagao dos resultados. Estudos futuros com amostras

maiores e diversificadas sdo necessarios para corroborar esses achados iniciais.

CONCLUSAO

O estudo demonstrou, por meio de modelo experimental pré-clinico, que, embora o pancreas tenha sido mantido dentro da

faixarecomendada de temperatura em nove dos 10 experimentos realizados, os 6rgaos acondicionados na embalagem EMAIS-SR
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apresentaram-se mais bem preservados. O tnico caso em que houve elevag¢do de temperatura apds o acondicionamento,
com temperatura final de 12,1 °C, ocorreu na embalagem tradicional com gelo. Embora esse pancreas tenha apresentado
melhora no aspecto visual, segundo avaliagdo macroscdpica, a analise histoldgica revelou alterages indicativas de prejuizo a
preservagao do o6rgédo.

Diante das inovagdes em solugdes de preservagao e tecnologias disponiveis, torna-se necessdria a realizagdo de novos estudos
para confirmar os limites térmicos estabelecidos. Portanto, esta pesquisa refor¢a a importéancia e a necessidade de estudos futuros
mais robustos, que possam embasar decisdes clinicas sobre limites térmicos seguros e aprimorar as boas praticas relacionadas ao

transporte de pancreas para transplante.
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