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Resumo

A lesdo pulmonar induzida por isquémia — reperfu$® € uma das complicacdes
mais frequentes e mais graves que ocorre aposigptaate pulmonar, podendo culminar na
faléncia do 6rgdo e até na morte do doente. Os nmisggas inflamatdrios envolvidos na
fisiopatologia da lesdo pulmonar de I/R sdo bastanmplexos, e envolvem a formacéo de
espécies reactivas de oxigénio e a libertacdo ddianmres inflamatorios (citocinas,
endotelinas, lipidos, moléculas de adesao, entragjuresponsaveis pela activacédo, migracao
e agregacao leucocitaria, e também pela adesdocl&uta a parede endotelial. Estes
processos estao encadeados e resultam no aumegmeong@abilidade e edema vascular, que
caracterizam este tipo de leséo.

Ao longo dos dUltimos anos, o0 progresso no conhamion dos processos
fisiopatolégicos da lesdo pulmonar de I/R pernii¢, em teoria, fossem consideradas novas
abordagens farmacolégicas para a sua prevencaot@t@amento. Contudo, poucas sdo
utilizadas na pratica clinica pois, a maioria detseontra — se ainda sob investigacao.

Visto que o transplante pulmonar assume, cadamaig, um papel de destague na
terapéutica de diversas doengas pulmonares tesnit@na-se indispensavel que sejam
implementados mais estudos que contribuam pardimipacdo das estratégias terapéuticas

existentes e/ou para a exploracédo de novas abaosléayenacoldgicas.

Palavras — chaveisquémia; reperfusdo; lesdo pulmonar; transplanbegnar; abordagens

farmacoldgicas




Abstract

The lung injury induced by ischemia — reperfusitR) is one of the most frequent
and severe complication that occurs after lungsptamtation and may result in graft failure
and even death of the patient. The inflammatoryhaesms involved in the pathophysiology
of I/R lung injury are complex and involve the fation of reactive oxygen species and
release of inflammatory mediators (cytokines, ehéiins, lipids, adhesion molecules, among
others), responsible for activation, migration aledikocyte aggregation, and also by
leukocyte adhesion to the endothelial wall. Thasegsses are linked and result in increased
vascular permeability and edema that charactemnizeype of injury.

Over the past years, the progress in understandengathophysiological processes of
I/R lung injury allowed that, in theory, be congieleé new pharmacological approaches to its
prevention and/or treatment. However, few are useinical practice because most of them
are still under investigation.

Since the lung transplant takes, increasingly, mmportant role in the treatment of
various terminal lung diseases, the implementatbmmore studies that contribute to the
optimization of therapeutic strategies using emgstiand/or the exploitation of new
pharmacological approaches becomes essential.

Keywords: ischemia; reperfusion; lung injury; lung transplgsttarmacological approaches
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Introducgéo

| — Introducéo

l.I — Aspectos gerais

Uma determinada area ou tecido esta sujeito amsi@g quando se verifica uma
interrupcao ou deficiéncia no fornecimento sanguimesultando num aporte insuficiente de
oxigénio e nutrientes, durante um determinado dertte tempo. A isquémia €, assim, causa
de disfuncdo e morte de tecidos em variadas sisagdinicas, sendo que as suas
consequéncias poderdo ser completamente ou pagoi@nreversiveis ou irreversiveis
consoante o tipo de tecido em causa, a intensidadetempo ao qual esteve sujeito a
isquémia->

O restabelecimento do fluxo sanguineo, ap6s umogede isquémia, € designado de
reperfusad:

O termolesao de isquémia — reperfusédo (/Rmbeém designado leséo de reperfuséao,
e utilizado para definir as alteracdes funcionaisstuturais resultantes da reperfusédo de
tecidos isquémicos, inicialmente viavéfs®

Embora a restituicdo do fluxo sanguineo ao te@sdaémico seja inequivocamente
essencial na prevencdo de danos celulares irregersevidéncias clinicas e experimentais
tém demonstrado que as principais disfuncbes cebil@ tecidulares observadas se
relacionam com a reperfusdo. Ao longo dos anassaolde I/R tem sido alvo de investigacao
em diferentes 6rgaos, como o intestino, rins, @ragcérebro, entre outros. Nestes 6rgaos, a
isquémia resulta em hipoxia ou anoxia do tecidiiversos estudos referem um agravamento
das lesdes, produzidas pela isquémia, apés aashingdio do aporte de oxigénid.®

E também importante salientar que a lesdo de |6 de afectar o 6rgdo sujeito a
isquémia, pode também danificar outros érgdostardim. A lesdo pulmonar causada por I/R
intestinal é um dos exemplos dessa situagad.

A patofisiologia da lesdo provocada pela isquéntieperfusdo compreende uma série
de mecanismos complexos. Durante a isquémia, ceeisie uma acumulacdo de metabolitos
toxicos, provenientes da degradacdo de ATP. Na daseeperfusdo, a libertagcdo desses
metabolitos, em conjunto com a reoxigenacao, pr@mopor meio de reacc¢des enzimaticas,
a formacao de espécies reactivas de oxigélfio'?Ainda na fase de reperfusdo, observa-se o
desenvolvimento de uma cascata de inflamacdo enseqaente envolvimento do sistema

imunitario, o que resulta na activacado do endotéiscular, aumento da sua permeabilidade,
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expressdo de moléculas de adesdo e de mediadéresnflamatérios (citocinas, factores de
activacdo plaquetéaria, leucotrienos, selectinagjotetfinas), activacdo da cascata do
complemento e mobilizacéo de leucécitos polimorébeares 34
Considerando especificamente a isquémia — re@arfu® pulméo, € importante

salientar que esta difere fisiologicamente daggakse observa noutros érgdos. A isquémia
pulmonar ndo resulta obrigatoriamente em hipdxiaawndxia do tecido, pois as células do
tecido pulmonar tém a capacidade de utilizar o énilg proveniente das trocas gasosas
alveolares, se a ventilacdo se mantiver. Assinggaémia — reperfusdo pulmonar ndo é
sinbnimo de anoOxia — reoxigenacédo, apesar de taroh§mar espécies reactivas de oxigénio
e, consequentemente, lesdes oxidatiVds?**Contudo, o tempo de isquémia toleravel pelo
pulmé&o é bastante mais reduzido do que para a imaos outros 0rgaos, o que reforca a
necessidade de aprofundar as alteracfes celulaeesagrrem no tecido pulmonar aquando

da ocorréncia de I/R?

|.Il — Situagdes Clinicas

No campo da cirurgia toracica, os mecanismos resp@is pela lesdo de I/R do
pulmdo ocorrem frequentemente apds bypass cardiopalr, tromboendarterectomia,
ressec¢do (lobectomia, segmentectomia e pneumaomniegte transplante pulmonar que €,
indubitavelmente, a situacéo clinica que melhoresgnta a lesdo de isquémia — reperfusdo
do pulmagd*’.

Ao longo dos ultimos anos, observa-se um aumenitoreignificativo do nimero de
transplantes pulmonares realizados (Figura 1)atahtece pois o transplante pulmonar tem
vindo a tornar-se a terapéutica de eleicdo pargande numero de doencas pulmonares
terminais (Figura 2), permitindo ndo s6 o prolongato da vida dos doentes, mas também

uma melhoria significativa da sua qualidade de Vid& %




Introducgéo

2750 ZI08

445
2500 - O Bilateral/Double Lung e aiitin
2250 4o W Single Lung e i
2000 - 43;5;13._3.0._

Number of Trans plants

Figura 1 - Numero de transplantes pulmonares reportados jpoe #po de procedimento.
(Adaptado de Christiet al) %
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Figura 2 — Principais indicagfes para transplante pulmararadultos, por ano. (Adaptado
de Christie et alj?

Embora as taxas de sobrevivéncia, pés — transplamiteonar, tenham vindo a
aumentar, a lesdo pulmonar de I/R continua a terlugar de destague como causa de
mortalidade e morbilidade precoce, cuja incidémaiga entre 20 a 3096 A lesdo de I/R
de pulméo tem sido referenciada como a principas@ado fenbmeno de “resposta de

reimplantacdo” subsequente ao transplante pulmdt@amaioria dos casos, a lesédo € auto —
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limitada e com consequéncias clinicas reduzidasermianto, em alguns doentes, a disfuncéo
do 6rgdo é severa e persistente, e pode conduauraento ou aceleracdo do fenomeno de
rejeicdo, no periodo inicial pos-transplante, si&ioaclinica que tem sido descrita como
primary graft failure?®** A intensidade da lesdo de I/R associada ao tramsppulmonar
depende de varios factores, entre os quais, aigiatofjia do receptor, a qualidade do dador e
as tecnologias aplicadas quer na preservacao dm,0qger na sua implantagdo. Contudo,
existem outras lesdes que ocorrem no dador, aotgamsplante, que podem contribuir para a
activacao de mediadores inflamatorios e amplifesalesdes de I/R, como por exemplo morte
cerebral, hipotens&o, trauma, pneumonia, ventilagécnica, entre outras™®

Além das complicacdes imediatas, a lesdo sevetékddo pulméo também pode ser
associada & disfuncdo crénica do 6tgdcExemplo dessas disfuncdes pulmonares tardias é o
desenvolvimento de bronquiolite obstrutiva, queepsdr vista como uma forma de rejeicao
crénica, que resulta numa constricio progressisébdmaquiolos respiratoriés®

O desenvolvimento da lesdo de I/R pulmonar, alérselleesponsavel por uma alta
taxa de mortalidade e morbilidade, esta tambémcest ao prolongamento da duracao da
ventilacdo mecanica e do tempo de permanéncia,rageeunidades de cuidados intensivos,
quer nas unidades hospitalares. A lesdo de I/R Wmgm tem, portanto, um impacto
significativo na recuperacao do estado de saudeamstes e, consequentemente, no aumento
do consumo dos recursos de satide

Como ja referido anteriormente, a capacidade dwéotia do pulméo a isquémia é
reduzida, sendo que o tempo de isquémia aceitavaltpansplante pulmonar é de apenas 4 a
7 horas. Assim, a capacidade de preservar o ongatransplante pulmonar, € muito menor

do que para outros 6rgdos, como o rim, figado oagén?°
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Il — Fisiopatologia da lesdo pulmonar induzida por
iIsquémia — reperfusao

ll.I - Formacéao de Espécies Reactivas de Oxigenio

A primeira alteracdo metabdlica que ocorre durantsquémia de um tecido € a
deplecao de energia resultante de sintese deBctknATP e da sua degradacéo, via ADP e

AMP ciclico, em hipoxantina (Figura 3).

ATP

AMP
2
g
=
A Adenosine

Xanthine dehydrogenase
Inosine
i Xanthine oxidase
Hypoxanthine » | 0;° + H O,
T ,//,/// NADP'
0;

3 NADPH oxidase
$
2

NADPH
0,

Figura 3 — Formacdo de espécies reactivas de oxigénio uassquémia — reperfusado e
andxia — reoxigenacdo do pulméo. (Peetal) *°

Normalmente, a hipoxantina é convertida, pela rantiesidrogenase, em xantina,
com consumo de NAD Contudo, sob isquémia, a xantina desidrogenaBy €xcontra-se
sob a forma de xantina oxidase (XO). Assim, nagmes de @ proveniente da reoxigenacao
do tecido, a hipoxantina € convertida, pela xantxidase, em espécies reactivas de oxigénio
(ROS), entre elas anides superoxide (Qradicais hidroxilo (OH) e peroxido de hidrogénio
(H2.O,). Além disso, a deplecdo de ATP provoca disfungétocondrial que se traduz na
producéo de ROS, aquando da reperfuSad.

Em condic¢es fisioldgicas normais, o organismo giasecanismos antioxidantes que
neutralizam os efeitos das ROS, como por exempidutationa e a superoxido dismutase.
Contudo, em condi¢des de I/R, além de se formar graade quantidade de ROS, os

mecanismos antioxidantes estdo diminuiddsssim, as ROS acumulam-se e vao reagir com
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as biomoléculas, especialmente com os lipidos dasbranas celulares, proteinas, e acidos
nucleicos’ %

A reaccdo das ROS com os fosfolipidos das membraehadares conduz a
peroxidacao lipidica, que culmina na disfuncdo @mbrana e lise celular. Adicionalmente, a
peroxidacao lipidica promove a activacdo da fogése A, que actua sobre os fosfolipidos
da membrana celular, libertando os acidos gordes por sua vez, integrardo a cascata do
acido araquidonico, originando prostaglandinasnbrmxanos e leucotriends.

Além disto, a producdo de ROS acciona a activacéo nekdiadores pro -
inflamatorios, que promovem o recrutamento de Bélds ao local da leséo, dando inicio ao

processo inflamatorio, caracteristico da lesddRle |

lI.Il — Libertac&o de ferro

Embora o ferro seja um elemento essencial parastadacélulas, este pode ser
altamente toxico sob condi¢cbes patofisiologicasn@am stress oxidativo, devido as suas
propriedades de oxidacdo — reducgéo. O ferro ere@etr maioritariamente, armazenado nas
moléculas de ferritina, sendo transportado peldgautas de transferrina. No entanto, existe
uma gquantidade de ferro “livre”, que pode participa reaccdo de Fenton, em que o0 aniédo
superoéxido (@ ) e o peréxido de hidrogénio £8,) reagem com o ido ferro e produzem
radicais hidroxilo (©QH): %" #°

O, +Fe" > 0, + F&*
F&"" + H,0, » Fe&’* + OH + OH -

Sob condi¢cbes isquémicas, este ferro “livre” pode lgertado da ferritina, do
citocromo P450, da hemoglobina e de outras meftteimas, contribuindo para a

amplificacéo da les&o oxidativa.

Il.1Il — Deplecao dos niveis de monoxido de azoto

O monodxido de azoto (NO) é um mediador moleculaportante, produzido por

diversas ceélulas, e estd envolvido em diversos egems fisiologicos no pulmao,

6
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nomeadamente, na vasorregulacdo pulmonar, no neéata do musculo liso, na inibicdo da
agregacao plaquetéria e da adeséo leucocitarianeanatencdo da integridade do endotélio
vascular.

A producao de NO, ocorre por meio da conversao deakginina, em L — citrulina,
pelas diferentes isoformas da monoxido de azotms#n(NOS), na presenca de. Duas
dessas isoformas s&o constitutivamente express®0O% endotelial (eNOS) e a NOS
neuronal (NNOS). A terceira isoforma, a NOS indeltiiNOS), € induzida, ao nivel da sua
transcricdo, por uma variedade de estimulos, efegeas citocinad® ~*

A importancia do NO, no contexto da lesdo pulmalel/R, esta relacionada com a
sua funcdo comendothelium derived relaxing fact¢EDRF). Como ilustra a Figura 4, o
NO, produzido nas células endoteliais, atravessmdwntélio vascular, para as células do
musculo liso vascular, onde estimula a enzima ¢u#siase (GC), promovendo a formacao
de GMP ciclico intracelular, a partir do GTP, gq@sulta no relaxamento das células da

musculatura lisa vasculat 32

Estimulo

|
l

cNOS ) ]
0, + l-argining ——— NO *l-citrulina

Célula endotelial

v

Célula muscular lisa

Guanilil eiclase
' e vascular

GTP ———————¥» cGMP

|
v

Relaxamento das células musculares lisas
vasculares

Figura 4 —Mecanismo de formacéo e vasodilatacdo mediadonpetmxido de azoto (NO), e
resposta a varios estimulos. (Cerquetral) *2

Contudo, o NO também apresenta efeitos deletépimis, pode reagir com as ROS,
produzidas durante a I/R, formando peroxinitritdN@0), um radical livre de oxigénid® **
Esta situacdo é duplamente prejudicial pois, alénsahtribuir para o aumento da formacao

de ROS, inactiva o NO e os seus efeitos vasoddatad
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Em suma, o NO apresenta efeitos benéficos impedanbmeadamente ao nivel do
endotélio vascular, mas paradoxalmente também gmutebuir para a lesdo celulaf.

Durante a I/R pulmonar, diversos estudos referatepiecdo dos niveis de NO© *
assim como o aumento da expressdo das iINOS e eRQffie se deve a libertacdo de
mediadores pré — inflamatorios. A diminuicdo dogeid de NO, devera ser resultante da sua
reaccdo com as ROS que, como ja se referiu, sétamepte produzidas durante a lesdo de
IIR.*°

Il.IV — Activacdo Leucocitaria

A Figura 5 permite visualizar que a activacédo leitéoa, durante a I/R pulmonar,

ocorre segundo mecanismos bastante complexosstieeirterligados entre si.

Figura 5 —Potencial mecanismo de interaccdo entre a actiag&ocitaria e a libertacdo de
citocinas durante s isquémia — reperfusdo do pul(aptado de Perret al) *°

Assim, a activacdo dos macrofagos alveolares oocarfase isquémica, como resposta

ao stress oxidativo. Os macréfagos séo, desta foestamulados a produzir uma série de
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mediadores pré — inflamatérios, como as citocigas, por sua vez, activam os linfocitos e os
neutrofilos, ja na fase de reperfusdo. Por suaosfinfocitos e neutréfilos sdo responsaveis
pela estimulacdo da producdo de mais citocinaslifcapdo a resposta inflamatéria, e

provocando lesédo no tecido pulmonar.

II.V — Libertacao de histamina

A libertacdo de histamina pelos leucdcitos, priakiente, pelos mondcitos e
linfécitos, € outras das consequéncias da lesdRde |

A histamina é armazenada em granulos pelos masoat linfocitos, sendo
rapidamente libertada aquando de um estimulo imfiério. Quando libertada, a histamina
desempenha um papel fundamental na amplificacécasieata inflamatoria, aumentando a

permeabilidade vascular e a expresséo de molédeladesdc”

II.VI — Libertacdo de Mediadores Pro — Inflamatorios

[1.VI.l — Citocinas

As citocinas sao um grupo de polipéptidos multifanais responséaveis pela
mediacdo e regulacdo da resposta inflamatérianeute papel fundamental na promog¢éo da
infiltracdo celular no tecido lesionado. Estas s@éculas pleiotropicas, que exercem o seu
efeito localmente ou sistemicamente, de uma foum@cana ou paracrina. As citocinas estéo
envolvidas em diversos mecanismos que envolvenraigdes sinérgicas bem como
antagonicas e exibem efeitos regulatorios positevoggativos em varias células — alvo. No
contexto da lesédo pulmonar causada por I/R, o TMFoHFN —y e as interleucinas, sao as de

maior relevancia>> ¢

[1.VI.1.I — Factor de Necrose Tumoral —a
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O factor de necrose tumoral &~ (TNF —a) € uma citocina de 17 kD, que deriva de
uma proteina precursora transmembramagnibrane bound TNF &), e é secretado por um
vasto conjunto de células, incluindo mondcitosyledl T, células natural killer, neutréfilos e
principalmente por macréfagds >’

O TNF —a é libertado pela membrana das células que o sagratravés danzima
conversora do TNF & (TACE). Além disto, a actividade do TNFo-€ mediada pela ligacéo
a receptores membranares, comp5® e op75 — TNFR que se encontram nas diferentes
células (Figura 6). Desta forma, uma molécula dd¢- FNo deve ligar-se a um ou mais
TNFRs, para que se inicie a transducao de sinadelular. A sua actividade € regulada pela
producdo de TNFRs sollveis que tornam o TNFbiologicamente indisponivel, impedindo
a sua ligacao aos seus receptores, expressos ndsanes celulares.

Inicialmente, e como sugere o proprio nome, o H\Ffoi descrito como indutor da
necrose de células tumorais, porém, hoje em deganhecido como uma importante citocina
pré6 — inflamatdria, de largo espectro de accdodsemsponsavel pela mobilizacdo de
neutroéfilos ao local de leséo, quer através dagadula expressao de moléculas de adesao a
parede endotelial, quer pela promocéo de sintesmitlas citocinas pro — inflamatérias, e
pelo aumento da permeabilidade microvasctftaf E existem, de facto, dados histologicos
de resposta inflamatéria, em que se verifica maligiacdo de neutrofilos no pulméo
transplantado, simultaneamente com niveis de TiElevados®® Assim como Khimenket
al demonstraram que o TNFe—promove a expressao de moléculas de adesao celuao a
ICAM — 1, E — selectina e VCAM - 1, em células eetlais da aorta em modelos humanos
0 Além destes, outros estudos revelaram que a e§oodos neutréfilos ao TNFe-resultou
em niveis aumentados de anido superoxido, aumerdagregacao e adesado dos neutréfilos as
células endoteliais, libertacdo de leucotrienpoeBpromocéo da fagocitose sendo, cada um
destes efeitos, relevante para o processo de lesdotelial alveolar mediado pelos
neutréfilos, que se observa na leséo pulmonar daysar I/R3®

Por outro lado, outras investigacdes sugerem qUNFO—o altera a selectividade da
membrana endotelial e produz edema pulmonar, segumdmecanismo que podera contar
com a participacdo do factor de activacéo plagizeado tromboxano A** ** De acordo
com esta hipotese, foi também demonstrado que odIdNBRumentava a resisténcia vascular
pulmonar que resulta em edema alveolar, como eskultla libertacdo de tromboxang, A

subsequente & activacéo de leucécitos polimorfeaues**
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Finalmente, mas igualmente importante, varios tadas enfatizam o papel do TNF —
a no periodo inicial da lesdo de reperfusdo pulmonsio que a estimulacdo da producédo de
TNF —a, pelos macréfagos, é rapidamente seguida de trgdsctraducao e libertacdo deste,

num curto espaco de tempo (aproximadamente 30 osiriet reperfuséod’ 3" %

p5S « THFR

IR B
TNFR Solivel .,

p75 - TMFR

T

i

Macrdbago
Atryado

Figura 6 —Mecanismo de acc¢ao intracelular do factor de nedwosoral —e.. (Adaptado de
http://www.asmabronquica.com.br/medical/TNF.htffl)

[I.VIL.I.Il — Interleucinas

As interleucinas (IL) compdem um grande grupo decoias e sao produzidas
principalmente por células T, embora algumas sejantetizadas também por macrofagos e
pelas células dos préprios tecidos. As interlelcp@ssuem uma variedade de funcbes, mas a
maioria delas encontra-se envolvida na inducéoidadsd de outras células. Cada uma das
interleucinas actua sobre um grupo limitado delagjuque expressam receptores com 0s
quais interagem. Entre um vasto numero de intedesas IL - 1, IL-8, IL—-10,IL-12 e
IL — 18 sdo as mais importantes no ambito da lelsAd/R. No entanto, ao contrario das
restantes interleucinas, a IL — 10, possui umaidetile anti — inflamatéria, pelo que ndo sera
referida nesta secgao.

A interleucina — 1(IL — 1) é um grupo de trés polipéptidasterleucina — & (IL —
la), ainterleucina — B (IL — 15) e antagonista do receptor da interleucina — 1 (IL RA),
que desempenham um papel central na regulacaesiasstas imunes e inflamatdrias e sao

produzidas por uma grande variedade céftflas.IL — 1 desencadeia um conjunto de
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alteracdes nas células endoteliais, entre elasodugfio de prostaglandinas, factor de
activacdo plaquetéario, moléculas de adesdo e Imdec (citocinas produzidas pelos
linfécitos). *

No contexto da lesdo de I/R, a atencao incidenesdmente na IL — i Esta
apresenta fungcées muito semelhantes ao TNFu, —como sejam as propriedades
quimioatractoras de leucdcitos, estimulacdo fagdeit promocdo da expressdo de outras
citocinas e quimiocinas, além dos seus efeitosrescinento e morte celula¥. Changet al
observaram ainda que a expressao do gene da fLseffe um aumento acentuado na fase
inicial de reperfusdo pulmonar, evidenciando unrgade expressao muito semelhante ao do
TNF — o, 0 que permite inferir uma provavel contribuicdesta interleucina na lesdo
pulmonar de I/R*. Da mesma forma, Krishnadaseinal observaram que ambos, TNF-e
IL — 1B, sé@o expressos numa fase inicial da reperfusdmoreno pico de expressao da ILB- 1

seja posterior & do TNFa-*".

A interleucina — 8(IL — 8) € um polipéptido pertence a familia das citocinas
quimiotacticas —quimiocinas que Ss&8o responsaveis pela quimiotaxia e activaf@o
neutrofilos e de outras células, como mondcito$oditos, basofilos e eosindfilos, aos locais
de inflamacéo. Além das suas actividades quimictsta IL — 8 induz a libertagdo de
enzimas lisossomais pelos neutréfilos, assim cormeado destes ao endotélio vascular, pois
induz o aumento da expressédo de ICAM — 1 e VCAM®

A sintese, ndo constitutiva, tle— 8 tem sido observad#@) vitro, numa variedade de
células (mondcitos, linfécitos T, neutrdfilos, dék endoteliais...), em resposta a diversos
estimulos, entre os quais, IL — 1 e TNE.-Ao que parece, apés a libertacdo dessas citocinas
a expressao de IL — 8 e de E — selectina é aunserdaddo que a IL — 8 se liga a superficie
da célula endotelial activada e activa os neuasfi’®> Na lesdo de I/R pulmonar,
especificamente, existem dados histolégicos queodstram que, nos pulmdes, as células
qgue produzem IL — 8 sdo, maioritariamente, célalhadas dos bronquiolos e macréfagos
alveolares, indiciando que a IL — 8 é produzidaalimente.** Existem também algumas
evidéncias de que as espécies reactivas de oxigédem regular a producao de IL — 8 que,
por seu turno, induz a geracao de ides superogigocontribuem para a progressao da lesao
de I/R.**

Perrotet al estudaram o comportamento de varias citocinasmadelo de transplante

pulmonar em humanos, e apuraram que 0s niveis de8lLaumentavam gradualmente ao
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longo tempo, durante o tempo de I/R, e que os deaqie faleceram, devido a leséo de I/R,
apresentavam niveis de IL — 8 bastante mais elevaul® os restantes, concluindo, portanto,
gue os niveis de IL — 8 se relacionam, inversamenta a funcao do 6rgao transplantado. No
entanto, a IL — 8 também se revelou importante daentes que manifestaram formas de
lesdo de reperfusdo menos agressivas, pois osngais aumentaram apos a reperfusao e

correlacionaram — se, significativamente, com gdordo pulmac®®

As interleucinas 12e 18 (IL — 12 e IL — 18 tém fun¢des muito semelhantes, de tal
forma que operam em conjunto na indugdo na imueidadular, sendo que seu principal

papel, é estimular a producéo de IFN ¥

ILVLLII - Interferdo - vy

O interferdo -+ (IFN —y), produzido, principalmente, pelas células T acias e pelas
célulasnatural killer, desempenha um papel importante na imunidade éaidaptativa. E
um factor de inibicdo da migracdo dos macréfagedo jpue promove a sua adesdo ao
endotélio vascular, através dpregulationde moléculas de adeséo leucocitaria. O IFN —
juntamente com o TNF &, vao também induzir os macréfagos a aumentar aauecidade
fagocitica e o seu metabolismo oxidativo, contridoi para a lesdo da vasculatura pulmonar e
do epitélio bronquicd> *°

O IFN —y é também um potente indutor da expressédo dos eaopMHC, pelo que
tem um papel importante no fenomeno de rejeicioneadamente, apo6s o transplante

pulmonar>®

[1.VI.Il — Endotelinas

As endotelinas sdo mediadores pré — inflamatonmeduzidos por uma grande
variedade de células, com propriedades vasocamasjt de especial importancia na
patofisiologia pulmonar-®

Neste contexto, &ndotelina — 1€ a mais estudada, devido ao seu potente efeito

broncoconstritor nas células endoteliais e epitelmlmonares, onde é predominantemente
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expressa. Este efeito vasoconstritor pulmonar #@@uno aumento da permeabilidade

vascular e, consequentemente, na formacéo de epehlmmnar, que caracteriza a lesdo

pulmonar induzida pela I/R. Entre outros efeitogddotelina — 1 contam-se a estimulacao da
producao de citocinas pelos macréfagos e monéeitopromocao da retencao de neutrofilos
no pulmao?® %

Estudos clinicos e experimentais tém mostradoagegpressao de endotelina — 1 se
encontra significativamente aumentada, antes enthuess primeiras horas apos a reperfusao,
0 que confirma a participacdo deste mediador nafipaiogia da lesdo pulmonar de
reperfusad?’

Também os receptores da endotelina -ETA e ETB, sdo expressos no tecido
pulmonar, sendo que os efeitos pré — inflamata@sndotelina — 1 advém da sua interaccao

com estes receptore4 .

I.VLIII — Moléculas Lipidicas

A leséo celular, subsequente a I/R pulmonar, écteriaada pela destabilizacdo das
membranas lipidicas, com a consequente formacépides bioactivos.

A fosfolipase A, detectada em varios processos inflamatorios,sporesavel pela
geracdo desses mediadores lipidicos. Assim, alifus$e A induz a producdo de PAF e
mobiliza o acido araquidénico, dos fosfolipidosn@@mbrana, para que dé inicio a sintese dos
eicosandides. A cascata do acido araquidonico elisédem duas vias distintas: a via da 5 —
lipoxigenase e a via da cicloxigenase, que culminaan formacdo de leucotrienos,
prostaglandinas e tromboxanos, que participam nmosepsos patofisiologicos da lesao
pulmonar de I/R?

O factor de activacado plaquetaridPAF) é um mediador pré6 — inflamatério
fosfolipidico que pode ser libertado por uma vads de células, incluindo macrofagos,
plaguetas, células endoteliais, mastocitos e nidoso Entre os seus efeitos biologicos
contam-se a activacéo das células endoteliais,acoomsequente expressao de moléculas de
adesdo, a producdo de citocinas e de eicosanajdes,corre atraves da activacdo do
receptor do factor de activacao plaqueta(RAFR que se encontra acoplado a uma proteina
G (Figura 7}
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{ Eieasanoids

Figura 7 —Interaccédo entre o factor de activagdo plaquetiseu receptor. (Adaptado de
Chaoet al) *°

Osleucotrienos formados na via da 5 — lipoxigenase, sao libeggiktlos mastdcitos
e sao responsaveis por muitos dos sintomas asee@aésao de I/R. Asucotrienos G, D4
e E4 estdo envolvidos na regulacéo da permeabilidaseular e na consequente formacao de
edema pulmonar, caracteristica da lesédo pulmon#RdeD leucotrieno B (LTBy), por seu
lado, actua no processo de acumulagdo leucocitd&sdo ao endotélio vascular, migracédo
dos leucdcitos da corrente sanguinea para os ldediflamacéo, desgranulacao e libertacdo

de enzimas lisossomais, bem como na producéo éeiespeactivas de oxigénrd.>*

Os tromboxanos, mais concretamentgpmboxano A (TXA>), tem sido amplamente
estudado, no ambito da lesdo pulmonar de reperfukdado as suas propriedades pré —
inflamatorias e vasoconstritoras pulmonares. Klaugh al, num modelo experimental de
leséo pulmonar por I/R de tecidos a distancia, emgeue a isquémia do tecido determina a
producdo de TX4 pelos leucécitos, sendo esta producdo intenddiegos a reperfusad.
Assim, o TXA que se forma aumenta a permeabilidade dos capialenonares, por meio
de uma accao directa sobre a célula endotelialle qnenento da adeséo e diapedese dos
leucécitos. Esta alteracdo de permeabilidade preneolema pulmonar, que é intensificado

pela funcéo vasoconstritora do TXA
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[I.VI.IV — Sistema do Complemento

Para compreender a contribuicdo do complementoes@olde I/R do pulméo, é

importante conhecer o seu funcionamento.

O complemento é constituido por um grupo de 2@firas, denominadas de C1 a C9,

e pelos factores B, D e P. Geralmente, as proteioaomplemento circulam no sangue na

sua forma inactiva (ndo funcional). O sistema dmmlemento subdivide-se em trés vias:

classica, alternativa e da lectina (Figura 8) etrdvéas destas vias que a cascata do

7

complemento é

activada, por meio de clivagens plitittas e associacdo de moléculas

precursoras. No entanto, a forma como o sistenwplemento funciona é independente da

via pela qual foi activadg> °>*
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Figura 8 —Cascata do Complemento.
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(Adaptado de http://www.nature.com/ki/journal/v5@ifig_tab/4492147f1.htmfy
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Como ilustra a Figura 8, a activacdo da via atassjue integra o sistema imunitario
adaptativo, ocorre por meio da interaccado de coropl@ntigénio/anticorpo com a primeira
proteina do complement@/1, resultando na formacéo da proteina activeda, que se liga a
porcdo Fc da imunoglobulina, promovendo a activagas esterase€lr e C1ls sub —
componentes da C1, necessarias para a progresagbvdgao da cascata. O passo seguinte €
a clivagem das proteina€2 e C4, pela Cls, formanddC2a e C2b C4a e C4b
respectivamente. A C4a adere a membrana celulamemo de uma ligacdo tioéster, €2a
permanece ligada a C4a, na presenca de i6é§ BhiginandoC4b23 também denominada
C3 — convertase da via classidasta, por sua vez, clivaG8 emC3ae C3bque, ao ligar-se a
C4b23 forma aC4b2a3b(C5 — convertage®*°° >’

A activacao da via alternativa, independente de@pos, ocorre através de varios
mecanismos, tais como a presenca de lipopolisgasafconstituintes das membranas de
diversas bactérias), de proteinas da superfic@l eirde parasitas, biomateriais (bypass
cardiopulmonar), etc> *® >’ Esta via pode também ser activada mediante gdigaa
proteina C3b (originada a partir da clivagem espoea da C3) a superficie membranar de
microrganismos invasore$. A este complexd3b — superficie membranami ligar-se, na
presenca de ides Mg o factor B dando origem & proteii@8bB que é clivada peltactor D,
culminando na formacdo d@3bBb Esta sofre ainda a agregacdo de uma molécula de
properdina factor P), originando C3bBbR também denominada d&3 — convertase de
amplificacdo da via alternativajue, como a propria designacéo indica, pode paatima
conversao de outras moléculas C3 em C3a e C3bg sgredesta ultima pode funcionar como
substrato para a fase inicial desta via ou, poroolaido, ligar-se ao complexo C3bBb para
formarC3bBb (C3b)denominad&5 — convertasda via alternativa®® >’

Além destas duas vias principais, existe aindaala lectina, também independente
de anticorpos. A principal componente desta vianéa proteina homologa dalg amannose
— binding lectin BL). A MBL reconhece a manose presente na superficie da arenie
microrganismos invasores e liga-se a outras prageMASP — 1e MASP — 2(mannose
associated serine protegsgue funcionam como convertases, ou seja, cla&@f, C3 e C4,
conduzindo a formacdo das C3 — e C5 — convertasgjndo o mecanismo descrito
anteriormente, na via classita’’

Alcanca-se assim um ponto comum da cascata doleprapto, a partir do qual a
cascata prossegue segundo um tronco — comum: adaarda protein€5 — convertase

responsavel pela clivagem 68 emC5ae C5b>*. A juncdo da&C5bcom as proteinas6, C7,
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C8 e C9 forma ocomplexo de ataque membranar (MAC ou C5b — @8 permanece
“ancorado” & parede celular do microrganisth&m seguida, sdo adicionadas mais proteinas
C9, formando um canal na membrana por onde pode escar saida de material
citoplasmatico e/ou entrada de substancias, condoz lise osméticd® *® Em situacdo
normal, as células metabolicamente activas possuecanismos de defesa que as protegem
da accdo do MAC. No entanto, a ocorréncia de l/Remmmprometer essas defesas, tornando
as células endoteliais, entre outras, vulneraveix;do do complement®.

A activacdo do sistema do complemento ocorre nuasa fnicial da lesdo de I/R,
gerando mediadores pré — inflamatorios, como ogaéedlivres de oxigénio, neutréfilos e
produtos resultantes da activagdo do endotélio,ppgem alterar a homeostase vascular e
interferir com outros factores® % A prépria localizacdo do endotélio na interface
sangue/tecido faz dele um potencial alvo para adaates produzidos pelas préprias células
endoteliais ou pelos leucdcitos activados pelaastspinflamatéria. Embora, o mecanismo
exacto pelo qual o complemento é activado na lps@monar de I/R permanecga incognito,
supde-se que tera o envolvimento de espéciesvaacke oxigénio. Segundo esta hipotese, os
radicais livres de oxigénio, como o peréxido dedgenio (proveniente da desgranulacdo dos
neutrofilos), convertem a C5 numa forma activa gg@ €C5b —, mediante uma via néo
enzimética. Além disso, a inibicdo da formacédo sjgeeies reactivas de oxigénio diminui a
activacdo e deposicéo do complemefitd®

Os componentes do complemento descritos como seoldgicamente activos sdo as
protefinas C3a, C4a e C5a, denominadas anafilomx@3b (C3binactivada) e o MAC”
54.

Entre as anafilotoxinas supracitadas, a C3a e at&basido referenciadas como as
proteinas de maior relevancia na lesdao de I/R, wem que sdo mediadores pro —
inflamatdrios extremamente potentes. Assim, de tomaa geral, estas proteinas induzem
vasoconstricdo, aumentam a permeabilidade vaseulastimulam a desgranulagédo dos
granuldcitos e mastocitos, com a consequente dit@ot de histamina, peroxido de
hidrogénio, citocinas, entre outros mediadoresamétorios. No entanto, a C5a é 10 a 100
vezes mais potente que a C3ae pode promover a adesdo e activacdo dos nénsrofi
fazendo com que libertem moléculas de adesado cetitacinas, produtos do metabolismo
do acido araquidénico, etc., e activar as célutaeliais'® °>* *® Na base destas conclusées,

estdo diversos estudos realizados em modelos dkeléiferentes 6érgdos e animais. Em 1995,
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Ivey et al, num modelo de I/R do miocéardio em coelhos, deparsse com um aumento da
concentracdo de C5a poucos minutos apoés o iniciepfusdo, e formularam a hipotese de
que a Cba poderia ser responsavel pela mobilizagé@ml de neutrdfilos ao local de
inflamacéo, indiciando o possivel envolvimento desbteina na leséo de F&R Alguns anos
mais tarde, outros estudos realizados, em modetod/Ri intestinal e do miocardio,
demonstraram que o bloqueio das proteinas C5 edS5em como a utilizacdo de anticorpos
anti — C5 e anti — Cba, resultaram na proteccdoeducdo da lesdo de I/R e reducéo da
infiltracdo de neutrofilos e disfuncédo endotelanfirmando, mais uma vez, a intervencéo da
C5 e da C5a na lesdo de IR >" °® Embora, existam muitos estudos realizados com o
objectivo de clarificar 0 mecanismo de actuacadadpsoteina, poucos sdo efectuados com
modelos de I/R do pulméo. Contudo, Mulligatnal utilizaram um modelo de lesdo pulmonar
em ratos e comprovaram o papel da C5a na induc@oodacéo de citocinas e de moléculas
de adesad". Desta forma, as conclusdes obtidas em modelofRdetkstinal e do miocardio

parecem ser também aplicaveis a I/R pulmonar.

A C3a, por sua vez, ndo tem sido alvo de tantaglestcomo a C5a, quer no pulmao,
qguer noutros Orgaos, provavelmente devido a fatandléculas potentes e selectivas que
interajam com o seu receptr Todavia, foram realizados alguns estudos que mmrapm
o poder quimiotactico da C3a para eosindfilos, Gfagos e mastdcitdd ® Stahlet al, com
um modelo de I/R intestinal em ratinhos, observaa @cumulacao de C3 no pulmao, depois
da I/R intestinal, comprovando a contribuicdo destdeina na lesdo pulmonar provocada por
IIR de 6rgdos a distancfA Da mesma forma, Williamet al, utilizando ratinhogknock out
para as proteinas C3 e C4, constatou que estesiaranferiam protecgdo contra a lesdo de
I/IR intestinal®®,

Para as proteinas C3a e Cba exercerem as fungoes eitadas, os leucocitos e o
endotélio vascular expressam receptores, C3aR B,CBspectivamente, com 0S quais estas
proteinas interagem. A interaccao da C3a e da @%aos respectivos receptores desencadeia
uma cascata de transducéo de sinal, dependentealeroteina G heterodimérica que, pode
activar cascatas de sinalizacao, envolvendo, pempbo, o AMP ciclico, a fosfolipase C, o
ido C&*... °°

Finalmente, mas ndo menos important®]AC, como descrito anteriormente, provoca

a lise celular quando se forma uma grande quargidadporos na membrana da célula. No
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entanto, uma baixa densidade de poros na supedétigar pode provocar alteracbes na
actividade da célula, nomeadamente, alteracao jpiesséo de moléculas de adesao celular,
como, VCAM-1, ICAM-1 e selectinas e estimulacédo s#&recdo de citocinas, através da
activacdo do factor de transcricdo nuclear, \dB—"" A formac&o destes poros nas células do
endotélio vascular, altera a permeabilidade dadalendoteliais, permitindo a entrada de
substéancias toxicas, como por exemplo, espécietvaade oxigénio, que podem conduzir a

alteracées na regulacéo do ténus vasctiiar

Por conseguinte, sdo necessarios mecanismos dag&guesta cascata, evitando a
formacdo de MAC’'s nas células endogenas e a fomnag&essiva de mediadores da
inflamacdo. Desta forma, existem reguladores ptesemo plasma e mediadores
membranares. Entre os mediadores plasmaticos @$#@bor |, factor H, carboxipeptidase N
e o inibidor da proteina C1 (C1INH).f@ctor | promove a inactivacdo da C4b e C3b, atraves
da sua clivagem, com @4 — binding proteifC4BP) como cofactor (via classica e via da
lectina), e a degradacdo das C3 — e C5 — converfasgamente com dactor H (via
alternativa). Acarboxipeptidase Npor sua vez, inactiva as proteinas C3a, C4a e Cba
Finalmente, o«C1 — INHinibe a Clr, Cls e as MASP¥ > Os mediadores membranares,
como o receptor tipo 1 do complement(CR1/CD35, membrane cofactor protein
(MCP/CDA469, e odecay accelerating factqDAF/CD55, actuam como cofactores thxtor

|, facilitando a degradacéo das convertases, assim da C3b e C4Y.

I1.VII — Adesao Leucocitaria

A cascata de adesédo é regulada por uma varieda@etdees fisicos e quimicos que
actuam ao nivel dos leucdcitos e células endddelizurante a isquémia e reperfusdo, esses
factores pode ser alterados de forma a favoreadesdo leucocitari&’ Assim, as etapas que
envolvem a adesdao, activacao e migracao leucacgdo mediadas por moléculas de adeséo.

Apés a leséo inicial, os macrofagos e mastocitosestimulados, por exemplo, pelo
sistema do complemento, a libertar mediadores, coistamina, ROS, factor de activacao
plaquetario (PAF), leucotrienos e citocinas. A ¢i@a de histamina e leucotrienos aos seus
receptores, nas células endoteliais, resulta noeatomda expressdo d& — selectina na
superficie endotelial que, por sua vez, vai ineragm o respectivo receptoP, — selectin
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glycoprotein 1 (PSGL - l)expresso nos neutréfilos. No entanto, nesta fasafinidade
ligando — receptor é baixa, pelo que resulta nugagdo leucdcito — endotélio “intermitente”,
designada déeukocyte rolling.Os leucoécitos sdo entdo expostos a factores combF
leucotrienos e outros mediadores que, rapidamanteam e promovem a libertacdo lde-
selectinana superficie leucocitéria. A libertagcdo de- selectinaestimula a expresséo e
activagdo de integrina, nos leucocitos, como as CD11a/CD18 e CD11b/CD1&, sp
ligam asmoléculas de adeséo intercelular endotelial — 1(BCAM — 1, ICAM - 2, expressas
pelo endotélio vascular. Desta interaccéo, reawita adeséao firme dos leucocitos, assim
como a mobilizacdo de outros, originando a agregaeficocitaria. De seguida, a
transmigracdo dos leucocitos para o espaco irtdiaséi auxiliada pelplatelet — endothelial
cell adhesion molecule 1 (PECAM -, Xpnstitutivamente expressa ao longo das juncdes
intercelulares do endotélio e também nos leucaciteimalmente, para atingirem o
compartimento extravascular, estes leucdcitos aabis libertam substancias toxicas - ROS,
proteases e elastases, que contribuem para o aurdanpermeabilidade microvascular,

edema, etc. (Figura g,)7o, 71
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Figura 9 —Mecanismo de expressdo de moléculas de adesdeunditos e nas células
endoteliais, no decurso da resposta inflamatdriané<t al) "°

[1.VIIl.I — Moléculas de adesao

As moléculas de adesdao, como o proprio nome indiceonforme demonstrado
anteriormente, desempenham um papel fundamentalecanismo de adesao leucocitaria as
células endoteliais. Estas subdividem em trés fasnfirincipais: selectinag,— integrinas e

imunoglobulinas.

[1.VII.l.I — Selectinas

A familia das selectinas engloba a P —, L — e Eelectina. Estas moléculas
desempenham um papel crucial na adeséao inicialedm®citos ao endotélio activado, no
local da leséo.

A P — selectina expressa na superficie das células endotetitiigdas e plaquetas e
€ armazenada nos corpos de Weibel — Palade dédskes cQuando as células endoteliais sdo
estimuladas, por exemplo pela histamin®, -a selectina, em poucos minutos, mobilizada a
superficie da célula endotelial activada, sendmidagciclada, dentro da propria célula ou no
plasma. Durante o processo inflamatorio, a P -€8e& endotelial actua na mobilizacao de
leucécitos as vénulas pos — capilares, engquanto -a selectina plaguetaria promove a
agregacdo dos mesmos com as plaquetas, formandbaso’® " “*No contexto da I/R
pulmonar, esta parece ter um papel determinante,ymo estudo realizado num modelo de
pulmdo de rato mostrou que a inibicdo da expressé@mtelial de P — selectina, apds a
reperfusdo do pulméo isquémico, atenuou o aumenfiedneabilidade subjacente a lesao de
IIR. °° Além disto, verificaram que a imunoneutralizac&o Rl — selectina fez com que o
namero de neutrdfilos circulantes, fosse semelhateobservado antes da isquémia,
sugerindo que a mobilizac&o de neutrdfilos foi praga.®

A L — selectinaé uma glicoproteina constitutivamente expressama#oria dos
leucécitos circulantes, no entanto o seu ligandmag esta presente no endotélio activdo
Esta é libertada da superficie dos neutrdfilosvadbs o que limita a capacidade dessas

células “deslizarem” ao longo do endotéfioEsta também descrito, o papel da L — selectina
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na migracdo dos linfocitos para os ganglios liot&i periféricos e locais de inflamacao
crénica, e dos neutréfilos para os locais de irdlgéio agud&’.

Por dltimo, aE — selectinaesta confinada as células endoteliais e a suassduw é
regulada por diferentes estimulos, como endotoxénagocinas (IL — 1 e TNF &) > %
Eppihimer et al demonstraram que a expressdo de E — selectindeétatta 2h apos a
estimulagdo da endotoxina, retornando aos valooemais apos 8h. Pelo contrarioPa—
selectina apresenta um pico mais tardio (cercahjentas os seus niveis aumentados de
expressdo mantém-se por, aproximadamente,’42h.

Simplificando, a P — selectina é expressa logoantase inicial da lesdo de I/R, ao

passo que a L — e a E — selectina surgem numampdardia do processo de inflamacéo.

ILVILLII = Integrinas

As integrinas s&o proteinas heterodiméricas caiftis por duas subunidadesp. -
> Estas sdo expressas na superficie dos leucéaitds, podem mediar a adeséo leucécito —
célula endotelial. As integrinas encontram — seapgas em subfamilias, dependendo da sua
especificidade, sendo que a subfamflia € a mais relevante no processo de adesao
leucocitaria. A subfamili@, contém uma das quatro cadeias CD11a, CD11b, CD11c ou
CD11d, que estao acopladas a uma cafl@amum — CD18. A activacdo destas moléculas
por mediadores inflamatérios, entre eles, o PARazioas, como o TNF &, provoca uma
amplificacéio na expresséo das integrinas na sajeeléuicocitaria®

O heterodimer@D11a/CD18¢é expresso na maioria dos leucdcitos e interageaso
ICAM — 1 e ICAM - 2, apresentadas pelas célulasotatidis, o que resulta numa adesao
firme leucécito — endotélid.

As integrinasCD11b/CD18e CD11c/CD18 expressas pelos granulécitos e mondcitos,
sdo armazenados em granulos e mobilizados a superéilular aquando da activacao dos
leucécitos. A CD11b/CD18 interage com a ICAM — 1, enquanto o ligando para a
CD11c/CD18n&0 se encontra ainda bem estabeledido.

Embora com uma funcdo mais discreta, a subfanfijistambém colabora na
mobilizacdo de diferentes populacédo de leucocAassim, aP; — integrina,a4 1, também

designada comwery late antigen — 4VLA — 4, intervém na adesédo dos linfocitos,
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monaocitos, eosindfilos e célulasatural killer as células endoteliais, que expressam a
molécula de adeséo celular vascu(®ICAM — 1) (Figura 9)?}

Neste contexto, Welbouret al, num modelo de lesdo pulmonar apos I/R do tronco
inferior, em ratos submetidos a 3h de isquémia,otstnaram a participacdo do complexo
CD18 na interacgdo leucocitos — endotélio. E @atjio de um anticorpo monoclonal anti —
CD18 impediu a acumulacéo de leucécitos nos pulradesmacéo de edema pulmorfar.

Resultados equivalentes foram descritos porétilll, em que a administracdo de um
anticorpo monoclonal anti — CD11b/CD18 diminuiu emd0 pulmonar apds isquémia —
reperfusdo intestinal. No entanto, a acumulacaleutcitos nos pulmées nao foi evitada.
Similarmente, Mooreet al procederam a imunoneutralizagdo do CD — 18 emsrato
presenciaram a reducédo da permeabilidade capitia,retencdo de neutréfilos nos pulmoes.
69

Logo, apesar de detectar a participacdo das ingegma adesdo leucocitaria, a real
contribuicdo destas moléculas, na lesdo pulmonssack por I/R de tecidos a distancia, ndo

esta ainda totalmente definida.

[L.VILLII = Imunoglobulinas

De entre a superfamilia das imunoglobulinas apaltasnas actuam como moléculas
de adesao, sendo elas a ICAM -1, ICAM - 2, VCAMe-PECAM — 1.

A ICAM — 1 encontra-se na superficie das células endotediags sua expressao,
embora constitutiva, pode ser significativament@entada pelas citocinas (TNFo-IL — 1,
IFN —v). Por exemplo, no pulméo, onde a expressao coisdité alta, o aumento é reduzido,
ao passo que noutros tecidos, em que a express@bituiiva € baixa, 0 aumento da
expressdo é bem mais significatifd

De forma analoga, BCAM — 2também é constitutivamente expressa nas células do
endotélio vascular, embora a sua expressao naondlegenciada pelo nivel de activacdo da
célula endotelial’® *°

Como previamente referido, as ICAM — 1 e — 2 ggandos das integrinasp,, sendo
que a ICAM — 2 apresenta menor afinidade para al@[D18 que a ICAM — 1°

No que respeita ¥CAM — 1 que se liga &4 1, esta intervém na angariacdo de

monacitos e linfécitos ao local da lesdo. Embormab&m seja constitutivamente expressa, o
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seu nivel de expressdo é muito mais baixo quelGAlR — 1, 5 a 9 horas ap0s a estimulacao
pelas citocinas, a densidade de VCAM — 1 nas kitdoteliais aumenta significativamente.
70

Por fim, aPECAM — 1medeia a adesao das plaquetas e dos leucécitesdatelio
vascular, por meio de interac¢des homofilicas, bemo a migracdo dos leucocitos através
das células endoteliais e através da membrana frabahscular. Neste caso, a expressao nao
€ regulada pelas citocinas, o PECAM — 1 é rediduliv para a fronteira das células
endoteliais adjacentes, onde participa nas intéesmcentre as células endoteliais, que
provocam um aumento da permeabilidade vasculanjitdado a transmigracdo dos

leucdcitos /% #°

I.LVILII — Sintese e regulacdo da expressdo de métulas de

adesao

Como ja foi demonstrado, as moléculas de ades@mpenham um papel fulcral na
resposta inflamatoria. Contudo, estas também s@adal regulacao por parte de outros

factores, igualmente importantes no processo.

[1.VILII.I — Factor Nuclear — B

Entre esses factores de transcricdo, 0 mais imgereamais comummente referido € o
factor nuclear «B (NF«B). E a sua funcdo no contexto do processo inflantmapassa pela
sua capacidade de regulacdo da producédo de c#qmida inflamatorias e pelgregulation
da expressdo de moléculas de adesdo. Entre os gamesodificam mediadores pré6 —
inflamatorios e contém elementos promotores regsladr membros da familia dos factores
de transcricA®IF-xB contam-se a E — selectina, ICAM — 1, VCAM — 1B e a IL — 8%°

Estruturalmente, &NF-«B € composto por duas subunidades, p50 e p65. Quasdo
células se encontram inactivas, as subunidades kgédlas, no citoplasma, a uma proteina
inibidora, al — kBa . Quando a célula € estimulada, por exemplo, gocioias, espécies
reactivas de oxigénio, etc.) & kBa é fosforilada e degradada proteoliticamente, perdata

libertacdo deNF-«B e a sua translocagéo do citoplasma para o ntel@gldla, onde este se
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liga a elementos promotores especificos e activgenss alvo, conduzindo, posteriormente, a

sintese de proteinas (Figura 16).

Signal extraceliulaire
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Figura 10 —Mecanismo de activacéo da transcricdo mediadofaetor nuclear «B.
(Adaptado de imgt.cines.fr/textes/IMGTeducationgFistls/Cancer/_FR/Oncogene/IKB.htrfl)
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Il — Abordagens farmacologicas da lesdo pulmonar
induzida por isquémia — reperfusao

Como ja referido anteriormente, o transplante pulan é a situacdo clinica que
melhor representa a ocorréncia da lesédo de isquémdperfusao do pulméo. Dado que este
procedimento se tem revelado benéfico e é cadanaéz utilizado na terapéutica de muitas
doencas pulmonares crénicas, torna-se indispensavebptimizacdo de abordagens
farmacoldgicas que permitam reduzir os efeitos ste$ada lesdo de I/R pulmonar, que
caracteriza este tipo de transplantes.

Embora existam algumas terapéuticas ja utilizadaspratica clinica, como o
surfactante pulmonar, os corticosterbides e a lagd, a maioria das abordagens

farmacoldgicas encontram-se ainda em fase de igaeab.

lll.I — Surfactante pulmonar

O surfactante pulmonar, sintetizado e armazenatiss pneumdcitos tipo I, faz parte
das defesas pulmonares, actuando na prevencéaeldetagia, apos a expiracdo, e do edema
alveolar. Assim sendo, o surfactante pulmonar stesiuma mistura de fosfolipidos (cerca
de 90%) e apoproteinas surfactantes, SP — A, SPSPB- C e SP — B° Contudo, varios
estudos tém reportado a ocorréncia de disfuncdesinfactante pulmonar, durante a isquémia
e reperfusdo pulmonar, referindo que essas alesagdderdo ser consequéncia da inibicao
do surfactante, por proteinas séricas que infiltmrfiuido alveolar.” °Estas alteracdes
resultam num ciclo vicioso de formacdo de edemalirdolar e consequente alteracdo do
surfactante, o que, em ultima instancia, conduzaaeprometimento da integridade funcional
do pulméao’®

Por isso, a administracdo exdgena de surfactanten& das terapéuticas mais
utilizadas, no contexto do transplante pulmonadesfacto, estudos clinicos e experimentais
tém comprovado que a terapia surfactante provoa meihoria da funcado pulmonar pés —
transplante. Kermeegt al, num estudo de séries de casos, demonstraramayireiaistracéo
endobronquial de surfactante contribuia para umlaaria das trocas gasosas e da taxa de
sobrevivéncia, na lesdo de I/R subsequente aopteamts pulmonar!’ Por outro lado, a

terapia surfactante administrada precocemente, ambord antes do transplante, revela
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melhores resultados do que quando administradaagpenreceptor, antes ou imediatamente
apos a reperfusad’

lI.11 — Ventilac&o

No transplante pulmonar, o pulmao passa por unegeisquémico, que decorre entre
0 momento em que é retirado do organismo do dddaammomento da sua reimplantacéo e
reperfusdo, no receptor.

Varios estudos clinicos e experimentais considegaena manutencédo da ventilacao,
durante esse periodo de isquémia, contribui pgeeservacdo pulmonar. Assim, tém sido
descritos efeitos benéficos como, a reducdo do a&dpuimonar e a manutencdo da
integridade vascular e do surfactante. O efeitveddilagcdo como protectora da leséo de I/R
pulmonar tem sido demonstrado, independentemerftacizio inspirada de oxigénio; porém,
quando esse factor € levado em conta, os dadososdimversos. Alguns autores referem
melhor funcdo pulmonar pos — isquémia — reperfus®om) concentracfes elevadas de
oxigénio. Outros, pelo contrario, demonstram quenaones concentracbes de oxigénio
apresentam efeitos protectores mais acentuadodadde, Silvaet al verificaram que a
ventilacdo, com oxigénio a 21%, originou menor dedé isquémia — reperfusdo pulmonar,
quando comparada com a ventilagio com oxigénio @610No entanto, na utilizacdo
concomitante de alopurinol (antioxidante) e venpéilg o grupo ventilado com oxigénio a
100% revelou melhores resultados. Isto sugere guefaitos deletérios da ventilagdo com
oxigénio a 100%, referidos por alguns autores.esem, essencialmente, ao stress oxidativo,

uma vez que quando este é bloqueado, se obsersaltades satisfatorios’

[11.11l — Corticosterdides

A utilizacdo dos corticosteroides, nhomeadamenteogiorticéides, na terapéutica
farmacoldgica da lesé@o de I/R pulmonar deve-seeaceteito deupregulationda expresséo
de genes anti — inflamatérios. Os glucocorticOideivam oreceptor dos glucocorticéides
(GC), no citoplasma, com a formacdo de homodim@Rs- GR que, por sua vez, se ligam a
sequéncias especificas do DNA, denominagl@snento de resposta aos glucocorticoides

(GRE), promovendo a transcricdo do gene. Um doggyenalvo deste processo é o que
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codifica al — xBa, 0 que provoca uma amplificacdo da producdo dpstéeina e,
consequentemente, a sua ligacdo axRFRctivado, no nicleo. A ligacdo da kBa ao NF-

kB activado induz a sua dissociacédo dos seus ldedligacdo ao DNA, e a migracéo para o
citoplasma. Desta forma, a adeséo leucocitariamguelhda, pois a transcricdo de moléculas
de adesdo depende da ligacdo dodBFao DNA. ° Vérios estudos reportam a inibicdo da
expressdo de moléculas de adesdo pelos glucoddesccnomeadamente, da ICAM — 1,
VCAM -1 e E — selectind?

lII.1V — Pré — condicionamento isquémico

O pré — condicionamento isquémico baseia-se ncepso de adaptacéo bioldgica, ou
seja, de que os tecidos expostos a uma lesdo engaicapacidade de tolerancia a uma leséo
subsequente. Baseado neste principio, o pré —aondmento isquémico consiste na inducao
de um breve periodo de isquémia seguido de um pariodo de reperfusdo, antes da I/R
prolongada?®

Este procedimento tem sido alvo de varios estudos,diversas espécies, e tem
revelado bons resultados na prevencao da lesédRpdo pulméo. Liet al num modelo de
pré — condicionamento em transplante pulmonar ees, @m 10 minutos de isquémia e 15
minutos de reperfusdo, observaram uma melhoridrdeas gasosas, reducdo do numero de
neutréfilos e tromboxanos, assim como uma limitadaolesdo oxidativa e melhoria da
deplecéo dos niveis de ATPSonculet al aplicaram o pré — condicionamento isquémico, na
forma de 5 minutos de isquémia seguidos de 5 msnd® reperfusao (duas vezes), e
verificaram uma diminuicdo da peroxidacdo lipidigae, provavelmente, se deve ao
desenvolvimento de mecanismos antioxidantes endégéf Além destas, outras
investigagdes reportaram o aumento da superoxgioudase (enzima antioxidante), aquando
da utilizag&o desta terapéutica.

Mediante estes resultados, parece legitimo concu& o pré — condicionamento
isquémico do pulmao inibe a acumulacdo e activaiEmeutréfilos no tecido pulmonar,
reduzindo assim a producao de ROS e de trombox@noensequentemente, o consumo de
superoéxido dismutasé.
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l1l.V — Hipotermia

Diversos estudos comprovam que a hipotermia moderadfere proteccéo contra de
lesdo de I/R, em diversos 6rgados. Quanto a lesioopar de I/R, os resultados obtidos por
Shoji et alindicam que a diminuicdo da temperatura, em 30€3rde o periodo de isquémia,
atenua significativamente a lesdo pulmonar de feg@o, em ratos. Concluiram também que
a hipotermia moderada era responsavel pela mar@ttet@s niveis de energia pulmonares
(ATP, ADP, AMP), apos a reperfusdo. Visto que aisiintrapulmonares destes compostos
estdo associados com a manutengcao das funcbesnaubapa hipotermia moderada pode
tornar-se numa via terapéutica, na lesdo pulmoeal/RlL !’ Porém sdo necessarios mais
estudos para que esta hipdtese seja testada eys nédelos animais, por forma a determinar

a sua importancia, viabilidade e possiveis efeith&ersos desta abordagem terapéutica.

1.Vl — Terapéutica antioxidante

A terapéutica antioxidante € uma das abordagensataidgicas mais promissoras, no
ambito da lesdo de I/R pulmonar, pela variedadeia® que levam a formacdo de espécies
reactivas de oxigénio, mas também porque esse @i gle partida para a maioria dos
mecanismos inflamatorios caracteristicos deste dipolesdo. No entanto, a maioria dos
mecanismos que a seguir se apresentam, apenasidémutgizados como forma de
demonstrar o envolvimento das ROS, na lesédo pulnamHdR. Como tal, torna-se necessario
desenvolver mais protocolos experimentais que panmaprofundar o potencial terapéutico

destas substancias antioxidantes.

[11.VI.I — N — acetilcisteina

A N — acetilcisteinaNAC) é o antioxidante mais utilizado nos estudbtieicos e
experimentaisln vivo, a NAC é convertida em L — cisteina, que é utl&aa producdo da
glutationa reduzida (GSHJ* A GSH constitui um dos mecanismos antioxidantemdmria
das células do organismo, uma vez que as ROS s@&uroaas aquando da sua oxidacao
(Figura 11)#

30



Abordagens farmacologicas da leséo pulmonar indyaid isquémia — reperfuséo

Soluble Reactive
Oxygen Species
lutathione
Peroxidase
Glutathion Oxidized
GSH) Glutathione
(GS-SG)
Glutathione

Reductise

Figura 11 —Reaccéao de oxidacéo — reducgao da glutationa.
(Adaptado déuttp:/Avww.benbest.com/nutrceut/AntiOxidants.htri)

A utilizacdo da NAC na prevencao da lesdo de I/Rpoar tem revelado resultados
bastante promissores. Inai al recorreram a um modelo de transplante pulmonara¢os e
observaram que a administracdo de NAC (aos dadoreseptores do 6rgdo) resultou na
melhoria da preservacao da fungcdo pulmonar, aundogmiveis de GSH e diminuicdo da
peroxidacao lipidica. Quando a NAC foi administragenas aos receptores, o padrdo de
resultados manteve-$€ Assim, o efeito antioxidante da NAC parece estactenado com a
sua conversao em L — cisteina, resultando no awndestniveis de GSH.

Por outro lado, Hulteet al demonstraram que a NAC provocava uma diminuicdo da
transcricdo e secrecdo de TNFo;- mostrando-se potencialmente Gtil na modulacdo da
resposta inflamatéria subsequente a leséo de lfRildaéo. Contudo, 0 mecanismo molecular
subjacente a este efeito ndo &, ainda, conhe¥ido.

Aguardam-se, portanto, que sejam realizados maisd@s que investiguem a

utilizacdo da NAC no tratamento e/ou prevencaedad pulmonar de I/R.

HI.VILII = Alopurinol

As propriedades antioxidantes do alopurinol baseai@ressencialmente, no seu efeito
inibidor da xantina oxidase, mas também na suacadgde de sequestracdo dos radicais
livres de oxigénid! "® Contudo, a utilizacio deste farmaco como terap@atitioxidante, na
leséo de I/R do pulméo, ndo esta suficientementstigada.

Mesmo assim, existem referéncias que merecem algtengéo. Kennedst al, num

modelo de I/R pulmonar em coelhos, verificaram gyeé — administracdo de alopurinol, em
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doses reduzidas, proporcionou uma diminuicdo ddug@o de radical superéxido, no meio
intracelular, e, por conseguinte, preveniu a lgafimonar de reperfusad.

Mais tarde, Moore e a sua equipa observaram goiigdo da xantina oxidase, com
alopurinol, revelou efeitos semelhantes aos obdes/aom a imunoneutralizacdo da P —
selectina, ou seja, a prevencdo do aumento da pbiiidade vascular e da acumulacao de
leucécitos polimorfonucleares no tecido pulmonaraRte estes resultados, os investigadores
postularam que a xantina oxidase teria uma funggmitante na mediacdo da infiltracao
leucocitaria do tecido pulmoné.

Visto que o alopurinol apresenta resultados praynessna modulacao da leséo de I/R
pulmonar, é importante que se realizem mais prédscexperimentais que aprofundem os

beneficios que podem advir da sua utilizacao nécprélinica.

1.Vl — Superéxido dismutase e catalase

A superoxido dismutas€SOD e acatalase(CAT) integram outro dos mecanismos
enddgenos de decomposi¢cdo das ROS. De uma forrah g&OD catalisa a reaccdo de

transformacéo dos anides superdxide J@m perdxido de hidrogénio §8,) & &

que, por
sua vez, é decomposto em oxigénie)(@©agua (KHO), pela accdo daAT®.

Nas células dos mamiferos existem trés formasetifes de SOD: a SOD intracelular
(ISOD), a SOD mitocondrial (mSOD) e a SOD extralegl(eSOD). Embora todas as formas
sejam expressas no pulméo, a eSOD € a que maisstacal A expressado pulmonar de
catalase também é elevada, essencialmente aalo&/elacréfagos alveolar®s.

Kennedy et al observaram que o pré — tratamento com eSOD preveni
desenvolvimento de lesdo pulmonar por I/R. Contumlanibicdo da difusdo do anido
superoxido (do meio intracelular para o meio exidar) resultou no bloqueio do efeito
protector da eSOD. Estes resultados sugerem qu8Qd eacciona o consumo do, O
extracelular, gerando um gradiente de concentrgg&opromove a saida de QGla célula.
Portanto, quando esta difusdo € bloqueada; ‘an@ntém-se no interior da célula e a lesao
oxidativa ocorre.?” Num modelo semelhante, o grupo de Eppinger vetificue a
administracdo de eSOD, antes da reperfusdo, dimsignificativamente a permeabilidade

vascular pulmonaf?
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Embora a expresséo pulmonar e os efeitos antiodgata SOD e da CAT estejam
bem definidos, mais uma vez, a aplicacdo teragudestas enzimas, na lesdo de I/R
pulmonar, carece de mais investigagao.

I.VI.IV — Quelantes do ferro

Dado o papel do ido ferro na producdo de ROS, skegarreaccdo de Fenton, € de
esperar que a utilizagcdo de substancias quelanté&oderro contribua para a melhoria dos

danos oxidativos no tecido pulmonar sujeito a I//R.

A desferroxamina um agente quelante do ferro, exibe uma alta d=fde e
especificidade para o ido ferro e previne que pgggvenha nas reaccdes de oxidagao —
reducdo que culminam na formacéo de ROS. Estdssferam comprovados por Zhao e os
seus colaboradores, num modelo de I/R pulmonaratop €m que a pré — administracao de
desferroxamina inibiu, significativamente, a oxi@lagle proteinas e a peroxidacéo lipidica.
Assim, esta molécula, ja utilizada na terapéutiaasobrecarga férrick, podera ser uma

hipotese a considerar na prevencao da lesédo oradziuisada por I/R pulmonar.

l11.VL.V — Via da Heme Oxigenase

A heme oxigenaseatalisa a conversdao do grupo heme em biliverdimano6xido de
carbono (CO) e ferro “livre”. O ferro € entdo sesjuado pela ferritina, enquanto a biliverdina
€ metabolizada em bilirrubina. A heme oxigenasesista de trés isoformas, uma indutivel, a
heme oxigenase — 1, e duas constitutivas, a heiger@ase — 2 e a heme oxigenase® 3.

Diversos trabalhos experimentais tém dado contauheento da expressdo da heme
oxigenase — 1 na lesédo de reperfuséo, proporcionaf&itos citoprotectores contra o stress
oxidativo ®8. O mecanismo segundo o qual a heme oxigenase —fdreqmoteccdo na leséo
de I/R néo esta ainda clarificado, mas aparenga sslacionado com os produtos gerados por
esta enzima. O ferro “livre” estimula a formacéo fdgitina que, tal como a bilirrubina,
possui propriedades antioxidantes. O monoxido deboc@ apresenta propriedades

protectoras da les&o pulmonar de I/R que passarspptessdo da via anti — fibrinoliti¢a.
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E de salientar que o efeito da heme oxigenase dds seus metabolitos situa-se num
limiar entre citoproteccao e citotoxicidade. Poeraplo, o CO é conhecido pelos seus efeitos
potencialmente toxicos, nomeadamente, a deslocaifiooxigénio da hemoglobina.
Adicionalmente, a expressdo aumentada de hemenasge- 1 pode resultar no aumento da
producdo e acumulagcédo de ferro “livre"que, comdojareferido, catalisa a formagédo de
radicais livres de oxigénio, originando um aumethdostress oxidativo e dos danos celulares
que dai advént?

Por conseguinte, sdo necessarios mais resultagmsimentais que determinem os
beneficios e consequéncias da interven¢éo farmgical@o nivel da via da heme oxigenase,

na lesao de I/R do pulméo.

11.VI.VI — Lazaro6ides

Os lazaréides sdo compostos 21 — aminoesterdidieglinente sintetizados como
inibidores da peroxidacao lipidica, subsequentsgaémia no sistema nervoso central. A
peroxidacao lipidica, subsequente a formacéo de, R&tnula a producdo de citocinas e a
expressdo de moléculas de adeséo, resultandoivacact infiltracdo e adesao de leucocitos
polimorfonucleares®® 2 Devido & sua estrutura lipofilica, os lazaréidesoiporam-se na
bicamada fosfolipidica das membranas celularegjuelando a propagacdo da peroxidagéo
lipidica 2% 8 %

Num modelo de transplante pulmonar em caes, Tagioal@dministraram o lazaroide
U74500A, aos dadores (antes da extrac¢céao do pulendo$ receptores (antes da reperfuséo),
e observaram uma melhoria das trocas gasosas eré@scieno dos niveis de peroxidacao
lipidica. ®°

Da mesma forma, o grupo de Takeyoshi administrolazardide U74389G, 15
minutos antes da isquémia, e verificou a diminuigadesdo pulmonar e da infiltracdo de
neutréfilos, assim como a inibicéo da expressakh delp no sangué®

Noutro estudo, conduzido por Hillinger, o lazar6itl¥4006F promoveu uma
diminuicdo da infiltracdo de neutréfilos no pulm@ogque pressupde uma reducdo da leséo
oxidativa. No entanto, ndo demonstrou qualquetaet® nivel do edema pulmonar. Portanto,
os investigadores consideraram que, no transpfanteonar, o beneficio da utilizacdo dos
lazaréides é reduzido, pelo que néo deve ser @masid clinicamente.
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l11.VIl — Inalac&o de mondxido de azoto

Tém sido desenvolvidas algumas estratégias teiapéuho sentido de compensar a
deplecao dos niveis de NO, que ocorre durante puliRonar.

Uma das estratégias mais utilizadas é a adminggirae NO, por via inalatoria.
Todavia, os resultados obtidos sdo algo contrad#drMeadeet al concluiram que a
administracdo inalatéria de NO, 10 minutos depaisaperfusdo, ndo tinha qualquer efeito
significativo na les&o de I/R, em doentes sujaitasnsplante pulmonat. De forma analoga,
Bothaet al verificaram que o NO inalado, durante os prime80@sninutos de reperfusdo, ndo
revelou qualquer efeito na prevencéo da infiltrag@meutréfilos no tecido pulmonar, nem na
concentracdo de IL — 8, concluindo que a terapgytiofildctica com NO ndo confere
beneficio clinicamente relevante na lesdo pulmateat/R.% Porém, Thabuet al apuraram
que a administracdo conjunta de NO inalado e déopidifina (derivado da metilxantina),
antes e durante a reperfusao, previne a lesao pahmde reperfusdo e diminuipgimary
graft failure que, frequentemente, sucede o transplante pulmionar

Portanto, estes resultados sugerem que, em mopiatesaNO nédo revelou beneficio
terapéutico. Contudo, a administracdo do NO, nugime de politerapia, € uma hipotese que

nao deve ser negligenciada.

HI.VIII — Inibicdo do Sistema do Complemento

O conhecimento dos mecanismos pelos quais ocantiveacdo do complemento na
leséo de I/R permite desenvolver abordagens tetiapglefectivas e especificas que limitam
a resposta inflamatéria e a lesdo do tecido. Psw, isstudos que envolvem a inibicao,
deplecdo e/ou anticorpos anti — complemento sadonzeimuns e, no geral, culminam na

reducao da lesdo de I/R.

[1.VIIl.I — Inibicdo da Proteina C1

Outra tentativa de inibicdo do complemento é asad@C1l — INH que, além de

regular a activacdo da cascata do complementojvab da via classica, também controla a
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activacdo da cascata das cininas. A activacdo demsaata resulta na clivagem do
cininogénio, pela calicreina, formando bradicinifa A bradicinina tem propriedades
vasodilatadoras, causa contraccdo do musculo lmeneenta a permeabilidade vascufar
Entre as propriedades protectoras do C1 — INH oot a preservacdo da funcdo do
endotélio vascular, a diminuigdo da acumulacadieaséio de leucocitos polimorfonucleares
e, consequentemente, a reducdo da libertacdo d¢asaias toxicas e da lesdo do tecido,
mediada pelos neutréfilgé %>

Neste ambito, Salvatierrat al desenharam um estudo para avaliar o potencial
beneficio do C1 — INH na prevencao da lesdo depds transplante pulmonar, em cées. Os
resultados obtidos confirmaram que, de facto, aimdiracdo de C1 — INH prevenia a
hipoxémia e reduzia a hipertensao vascular pulmasenficaram também que o C1 — INH
prevenia a activacdo do complemento, a expresséawrdada de moléculas de adeséo
leucocitaria, 0 aumento da resisténcia vasculafépen e a activacdo da cascata das cininas.
Desta forma, a inibicdo conjunta das duas casc¢atasplemento e cininas) parece ser a
chave do papel preventivo deste inibidor na aciedeucocitaria’®

Estes resultados foram confirmados, mais recemtiEmpela equipa de Scherer, que
investigou a contribuicdo do C1 — INH na reducaolet#io pulmonar de reperfusdo num
modelo experimental de autotransplante do pulmgoesdo, em ovelhad

N&o restam, portanto, duvidas de que o C1 — INldzea lesdo de I/R subjacente ao
transplante pulmonar. Por isso, a administracd@ide INH , em combinacéo com inibidores
de outros mecanismos de inflamacédo, podera ter apel pnuito importante na prevencao

e/ou tratamento da les&o de reperfusao pulmonar.

H.VIIIL.II — Receptor Tipo 1 do Complemento

O mediador membranaCR1, apenas se encontra expresso nos eritrocitosédicns.
Estudosn vivo revelaram que este receptor € um potente inildddesdo vascular pulmonar
dependente do complemento e que reduz a permealalidascular e a acumulacdo de
neutrofilos.

Em modelos de I/R do miocardio, o CR1 demonstraouegectivo na supressao da
activacdo do complemento, em baixas doses, e reduzieséo inflamatéria do tecido.

Especificamente no pulméo, Schneidal observaram, apds alotransplante pulmonar
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em porcos, que o CR1 reduzia a migracédo de ndosd@ia supressédo da formacdo de MAC's
no tecido do pulma&o transplantado inibindo, podaas duas vias do complemento.

Visto que o CR1 reduz a lesdo pulmonar de reperfaddloqueia a activacéo local do
complemento, a administracdo de moléculas agonisagpar de outras abordagens

farmacoldgicas, pode ser um recurso importanteesepcao da lesdo pulmonar de I/R.

HL.VILLII = Inibicdo do Receptor C3a

Embora a C5a seja mais potente, nas suas accoesa b3a, a concentracao
plasmaética desta Ultima é aproximadamente 10 \egeior® ® Dai que a investigacdo em
torno da inibicdo do recept@3aRseja tdo importante.

Em 2001, Ames et al desenvolveram um antagonista ndo peptidico comdgra
afinidade para €3aRhumano, denominado SB290157. Este composto antagarcascata
de sinalizacao dependente do célcio e a contrat&nisculo liso, induzidas pel:Ba Além
disto, 0 SB290157 também mostrou inibir a mobilizag acumulagédo de neutrofilos, num
modelo de neutrofilia nas vias aéreas que, prowamatie, se assemelha ao observado na leséao
de I/R pulmonar®®

Posteriormente, Proctoet al confirmaram a elevada afinidade, selectividade e
actividade anti-inflamatéria do SB290157 e deserera@m outro antagonista do C3aR. No
entanto, no modelo que estudaram, lesédo de I/Rtind em ratos, chegaram a conclusao que
o antagonismo do C3aR n&do deveria ser o mecanissmomsavel pela actividade anti-
inflamatoria desta molécula, sugerindo que outeesptores, ainda néo identificados, possam
estar envolvidos no mecanismo de protec¢éo do amittg.>

Atendendo a estes resultados, de certa forma,gawdyi permanece a necessidade de
implementacdo de mais estudos, no sentido do delsenento de outros antagonistas do
C3aR, uma vez que este receptor aparenta ter jmitggara se tornar num dos alvos

terapéuticos no tratamento e/ou prevencéo da mdéwnar provocada por I/R.
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l11.1X — Inibic&o das Citocinas

I1.IX.I — Inibicdo do Factor de Necrose Tumoral —a

Dado que o TNF -e tem um papel importante na regulacdo de quimiataixis
neutréfilos e na regulacdo da expressdo de mokcdéa adesdo e citocinas pro -
inflamatodrias, a sua do TNFa pode ser uma abordagem terapéutica a ter em gan&sao
pulmonar originada por I/R.

Caty et al constataram que a utilizacdo de anticorpos afitNF — o, apesar de ter
atenuado a lesé@o endotelial, ndo contribuiu palienauicdo da acumulagcéo de neutrofilos no
tecido pulmonar® No entanto, alguns anos mais tarde, Krishnadasaes seus colegas
atestaram que a administragcdo de anticorpo antNF F o provocou uma diminuicéo
estatisticamente significativa na acumulacdo detroios no pulméo, assim como na
quantidade de neutréfilos presentes nos alvéolobngmares *’. Estes resultados,
aparentemente algo contraditorios, realcam a neeeles de desenvolvimento de mais
investigacdo no sentido de averiguar o efeito diaic&no do TNF —o na migracdo dos
neutroéfilos para o tecido pulmonar.

No que respeita a permeabilidade vascular, vésaslos apontam no mesmo sentido,
ou seja, a administragao de anticorpos anti — TNFprovoca uma diminuicdo acentuada da
permeabilidade vasculal. *°E de salientar, porém, que este efeito ndo é depés da dose
de TNF —a administrada, pois 0 aumento da mesma ndo sezttaduma amplificacdo da
reducao da lesdo vascufar.

O bloqueio do TNF -e, no estudo conduzido por Krishnadasan, originodaiuma
diminuicdo acentuada na expressédo da maioria dd¢ArtRs citocinas estudadas (IL — 2, IL
—4,1L-10, IFN v e IL — 18).%

Embora os efeitos dos anticorpos anti — TN&, -ainda ndo estejam completamente
estabelecidos, a sua utilizacdo parece ter efbgogficos, quer ao nivel da modulacdo da
migracdo dos neutréfilos para o tecido pulmonaerqua expressao outras citocinas pré —
inflamatorias. Por isso, a semelhanca de outradqugads, a inibicdo do TNF e poderd, no

futuro, tornar-se uma estratégia terapéutica inaptetna lesao de I/R do pulméao.
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HI.IX.II — Inibicdo das Interleucinas

Uma vez encontradas semelhancas ao nivel das tumcpadroes de expressao do
TNF —a e da IL — B, é expectavel que a inibicdo desta ultima prodfedos anélogos a
inibicdo do TNF -e, 0 que, de facto se confirma.

Assim, a administracédo de anticorpos anti — Il3+elsultou na diminuicdo do niamero
de neutréfilos no tecido e nos alvéolos pulmonafeBambém a permeabilidade vascular foi
reduzida pela imunoneutralizacéo da IL3; fevelando-se dependente da dose de anticorpo
utilizada®’

Como esperado, o bloqueio da IL §; fambém originou uma reducéo da expresséo da
IL-2,IL-4,IL-10, IFN -« e IL — 18, embora o efeito, em cada uma delas, tenha sido
diferente do observado com o TNk’

Todavia, é de salientar que, apesar da Il3-e Mo TNF —a apresentarem funcdes
fisiologicas similares, a inibicdo conjunta destisis mediadores apresenta vantagens,

relativamente ao bloqueio de cada um deles, indafidente’

Da mesma forma, a utilizagdo de anticorpos momaddoanti — IL — 8, no inicio da
reperfusdo, também reduziu, significativamente,nfiltracdo de neutréfilos no tecido
pulmonar e a destruicdo da arquitectura alvedidt’ Estes resultados sugerem que a inibicéo
desta citocina, em conjunto com outras abordagesapéuticas, pode ser util na prevencgéo

e/ou tratamento da les&o pulmonar de reperfuséo.

l11.X — Inibicdo da Adesé&o Leucocitaria

A sequéncia de eventos descrita na seccao Il.\gkreua existéncia de muitos pontos,
no mecanismo de adesao leucocito — célula endpiglia podem ser vistos como potenciais

alvos terapéuticos.
l11.X.] — Inibicdo das Selectinas

O facto da ligacdo das selectinas aos leucoécitecedaer a ligacdo das integrirfas

ao ICAM - 1, faz destas moléculas alvos terapésitetmactivos no sentido de bloquear,
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precocemente, a cascata inflamatéria. Além distdpqueio das selectinas é menos passivel
de causar susceptibilidade a infeccées bacterigmaso bloqueio das integrinfs "%, o que
se reveste de uma especial importancia quandatsede lesdo de I/R pulmonar, visto que a

principal situacao clinica associada € o transplpaotmonar.

Foram realizados diversos estudos de forma a igeesb possivel beneficio da
utilizacdo de agentes anti — selectinas.

Alguns modelos tém recorrido a anticorpos anti — Belectina, que tém mostrado
eficacia na proteccdo da lesdo de 'REm 1997, Nakat al, num modelo de transplante
pulmonar em ratos, verificaram que a administragom anticorpo anti — P — selectina, 10
minutos antes de reperfusdo, assim como a inaétvedQ gene que a codifica, diminuiu a
infiltracdo de leucdcitos, melhorou a funcdo donpd transplantado e a sobrevivéncia dos
doentes®

No que respeita a L — selectina, existem resultadescerta forma, contraditorios.
Moore et al afirmaram que a imunoneutralizacdo da L — selactido tinha efeito na
prevencdo do aumento da permeabilidade vascularetehcdo de neutrofilos, induzidas pela
IIR °°. Por outro lado, Seekamp e os seus colegas, nuielonde lesdo pulmonar apés I/R
infrarenal em ovelhas, concluiram que a acumulat@meutrofilos e, portanto, a lesdo
pulmonar, foram significativamente reduzidas pelaniaistracdo do anticorpo anti — L —
selectina, EL — 246, embora reconhecam que o bio@ael. — selectina ndo confere 100% de
reducdo na acumulacdo de leucécitds Demertziset al recorrendo a um modelo de
autotransplante pulmonar em ovelhas, descrever&in - 246 como sendo inibidor, ndo s6
da L — selectina, mas também da E — selectinagsepciaram a reducdo do edema alveolar,
da activacdo de neutréfilos e da permeabilidadecwas Confirmando, portanto, 0s

resultados obtidos pelo grupo de Seekathp.

A descoberta de que a adesdo mediada pelas sateétolependente da sua ligagéo a
carbohidratos de outras células, nomeadament@sshgaridos derivados do acido sialico —
sialyl Lewi$ esialyl Lewis, criou mais uma hipétese de intervencgéo terapgudimnibicdo da
ligac@o das selectinas a estas moléculas. Assastratégia mais comum passa pela producdo
de analogos bioactivos e bioestaveis desses ligafido

Estudos que usaram tri — e tetrassacaridosialgl LewisS demonstraram que estas

moléculas atenuaram a acumulacdo neutrofilica esaol pulmonar, em ratos sujeitos a
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inflamacéo aguda pulmonar mediada gelaou pelakE — selectinaMais tarde, Reigniegt al
apostaram numa outra substanci8; e sulfated Lewfs(SulLa) quejn vitro, se apresentava
como um ligando mais potente para a L — e E — tsedes; do que os analogos utilizados até
entdo. Os resultados que obtiveram indicaram g8al@ reduzia a lesdo pulmonar causada
por I/R e a sequestracdo de neutrofilos no pulnadigaveés da inibicdo da adesdo dos
leucdcitos polimorfonucleares as células endotefiai

Portanto, os resultados obtidos a partir dos estadima referidos e de outros, ndo
mencionados, sugerem que 0s agentes supracitandsmpser uma estratégia efectiva de
blogueio da adeséao leucdcito — endotélio, limitaadmumulacdo de leucocitos que ocorre na

lesdo de I/R.

[1.X.1l — Inibicdo das Integrinas

Ao longo dos anos, diversos dados experimentai®remg que a intervencgao
farmacolégica na adesdo leucocitaria mediada pébsgrinas B, pode limitar o
desenvolvimento da lesdo pds isquémia — reperfuséao.

Ma et al, em 1991, estudaram os efeitos de um anticorpmohamal anti — CD18 e
concluiram que a sua administracdo, antes da teydexfreduzia a adesdo dos neutrofilos a
parede endotelial e retardava a sua acumulac&ecitmtisquémico do miocardio, exercendo,
portanto, um efeito protector do endotélio e dadedo miocardio, induzidas pela I/R. Além
disto, constataram que, comparativamente a outessitados obtidos com anticorpos
direccionados para as cadei@sa supressao da acumulagdo dos neutrdfilos faattas
superior, assim como o efeito cardioprotectdt.

Poucos anos mais tarde e num modelo de I/R apasplante pulmonar em caes,
Kapelanskiet al administraram outro anticorpo anti — CD18, imeathaénte antes do inicio da
reperfusdo, e observaram que a inibicdo das in@&grp, alterava a evolugéo da lesao de I/R
pulmonar, nomeadamente, ao nivel das trocas gasogagmao transplantadt

Desta forma, o desenvolvimento de anticorpos-a@D18 parece ser uma estratégia
a explorar, no sentido de encontrar mais um metanide bloqueio da adesao leucocito —

endotélio e, consequentemente, de atenuacdo e&eengéo da lesdo de I/R do pulmé&o.
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HI.X 1 = Inibicdo das Imunoglobulinas

Entre as moléculas de adeséao, a familia das imoinaighas € a que tem gozado de
menor atengdo por parte dos investigadores. Conélgians estudos realizados reportam que
a utilizacdo de anticorpos monoclonais especifigasa a ICAM — 1 reduz a adeséo e
migracdo leucocitaria e a permeabilidade vascindyzidas pela I/R, assim como 0 numero
de agregados leucdcitos — plaquetas em, aproximentarf0%°° 1%2

Portanto, analogamente as outras moléculas demdes@munoglobulinas, sobretudo
a ICAM — 1, parecem também poder ser alvo de mgéaldarmacoldgica, resultando,

igualmente, na atenuacao da adesao leucocitaria.

l11.X.1V — Inibicao do Factor Nuclear — kB

Sendo o NFReB, um factor regulador da transcricdo de diversesliadores préo —
inflamatorios e das moléculas de adeséo, faz seqgtid a sua inibicdo possa ser uma forma
potencialmente eficaz de bloquear e/ou atenuamsalgios processos inerentes a resposta
inflamatdria. Por isso, o NkB tem sido alvo de diversos estudos, dos quaidtaeson

diferentes estratégias para a sua inibicao.

Uma dessas abordagens € o blogueio da via dedde@@proteolitica da proteina | —
kBa.A inibicdo da fosforilacdo e degradacéo da«dBe provoca a retencdo do NdB, no
citoplasma, pelo que este ndo se liga aos elem@ntwsotores do DNA. Desta forma, a
transcricdo de algumas citocinas pré — inflamaséeiale moléculas de adesdo é suprirffida.
Este mecanismo de accédo € partilhado por algums-antiamatorios, entre eles, os sais de
ouro, a aspirina e o salicilato de sodfbe por duas citocinas anti — inflamatérias, a
interleucina 10(IL — 10) e ainterleucina 13(IL — 13), que actuam ao nivel dos macréfagos
alveolares e do tecido pulmortdt Dada a sua expressdo pulmonar, as IL — 10 e d&f0
ser uma alternativa no controlo da producao deioiés pré — inflamatérias e de moléculas
de adesdo, tdo caracteristicas da lesdo pulmonafRdeodendo contribuir para a sua

prevencao e/ou tratamento.
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Outro mecanismo de inibicio do MB- € o0 desenvolvimento dentisense
oligodeoxynucleotidéAs — ODN'’s) etranscription factor decoyfTFD’s), cuja utilizagédo, em
modelos experimentais de I/R, tem sido bem sucatidaibicdo da expressao de citocinas e
de moléculas de adeséao.

Os As — ODN'’s sao sequéncias de cadeias simpl&Ndeque se ligam, de forma
complementar, a um mRNA especifico, bloqueand@@utfdo da proteina correspondente.
No caso concreto do NiEB, tém sido produzidos As — ODN'’s que impedem ducdo das
subunidades p50 e p65 Assim, a expresséo de moléculas de adeséo, raquitu NFiB, é
inibida. De facto, Sokoloski et al descreveram Ase- ODN'’s desenvolvidos para o mRNA

da subunidade p65 provocaram uma diminuicdomagulationda integrina CD11b/CD18
104

Os TFD’s sdo cadeias duplas de As — ODN’s quaysenliaos factores de transcricéo,
como o NFkB, interferindo com a regulagdo do gene (Figura 22) contrario dos As —
ODN’s, neste caso a producéao do RFnao é afectada, apenas a sua capacidade dause lig
ao elemento regulador do DNA. Os TFD’s tém siddizatlos em variados estudos que
reportam a inibicdo da expressdo de ICAM — 1, VCAM e E — selectina, bem como de
citocinas pro — inflamatorias, o que comprova aatgo protectora no processo de adesao

celular.”

Cellular membrane

Nucleus
WAVAV/A
ne uf%\
WAV ARV ARV AV VARV AV/A
DNA

Figura 12 —Mecanismo de accéo dbanscription factor decoy§l'FD’s). (Adaptado de
Pané=t al) "°
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IV — Conclusao

A lesdo pulmonar de isquémia e reperfusdo assanee vez mais importancia
no universo clinico, a par com o crescimento do erdnde transplantes pulmonares. Ao
longo dos anos, tem sido efectuada muita invest@gaem torno dos mecanismos
fisiopatolégicos da lesdo de isquémia — reperfusgmtudo, este tipo de lesdo ndo se
encontra ainda completamente caracterizada no pulp@s a grande maioria dos estudos
centralizam-se na isquémia — reperfusdo cardiacaboEa alguns dos mecanismos
inflamatérios possam ser comuns, entre o pulmaooceracdo, outros serdo, certamente,
exclusivos do tecido pulmonar. Mesmo assim, ao dorgps ultimos anos, foram
desenvolvidos alguns estudos que permitiram apdafuro conhecimento dos processos
fisiopatolégicos da lesdo pulmonar de I/R. De asocdm esses trabalhos, o periodo de
isquémia — reperfusdo pulmonar caracteriza-seneisémente, pela formacdo de radicais
livres de oxigénio e por uma intensa resposta rrdtaria, nomeadamente, libertagdo de
mediadores pro — inflamatérios e adesao leucositaparede endotelial.

Este aprofundar de conhecimentos possibilitou,ngssi consideracdo de novas
estratégias farmacologicas para a prevencao etfatamento desta patologia. No entanto,
grande parte destas abordagens encontra aindasssiigacao, razao pela qual poucas séo
aplicadas na pratica clinica.

Conclui-se, portanto, que ainda existe muito ttabale investigacdo a desenvolver,
futuramente, para que se optimizem as abordagemmdaldgicas ja equacionadas e / ou

sejam exploradas estratégias farmacoldgicas inoaado
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