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RESUMO

BERTONI, J. A. Papel da Heme Oxigenase 1 na modulacdo da inflamacéo
pulmonar causada pela isquemia e reperfusdo intestinal em ratos. 2012. 85 f.
Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Evidéncias clinicas e experimentais mostram que a isquemia e reperfusado intestinal
(I/R-intestinal) induz lesdo pulmonar aguda (LPA) que, em casos mais graves, pode
evoluir para a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA). A LPA se
caracteriza pela liberacdo de amplo espectro de mediadores inflamatérios, infiltracao de
neutréfilos e aumento de permeabilidade vascular. Sabe-se que mediadores
inflamatorios gerados no local da I/R-intestinal séo transportados pelo sistema linfatico
mesentérico e, ao atingirem o pulmao, contribuem para a LPA. A enzima heme
oxigenase 1 (HO-1), exerce importante funcdo na homeostasia celular, devido a sua
acdo catabolica sobre o grupo heme das hemoproteinas, gerando como subprodutos
ferro, biliverdina e monoxido de carbono. Esses subprodutos possuem acao anti-
inflamatoria, antioxidante e antiapoptoética. Todavia, o papel da HO-1 no controle da
LPA causada pela I/R-intestinal ainda ndo esta totalmente esclarecido. No presente
estudo investigamos a expressdao da HO-1 e o efeito de sua indugdo sobre as
repercussdes pulmonares decorrentes da I/R-intestinal. Para tanto, ratos machos Wistar
(220-250 g) foram submetidos a 45 min de isquemia intestinal pela obstrucdo da artéria
mesentérica superior e a 2 h de reperfusdo. O grupo controle consistiu de animais
falsamente operados (Sham). Ainda, a inducdo da HO-1 foi realizada pelo tratamento
dos animais com o composto Hemin (10 mg/kg) 48 e 24 h antes da inducéo da I/R-
intestinal. A I/R-intestinal aumentou a atividade pulmonar da mieloperoxidase (MPO) e o
extravasamento do corante azul de Evans (AE) no pulméo. Os niveis de IL-13 elevaram
no explante pulmonar (24 h) enquanto os de IL-10 foram reduzidos apés a I/R intestinal.
Ainda, a I/R-intestinal diminui a expressao pulmonar da SOD-1 e promoveu aumento da
expressdo da iNOS. Os resultados obtidos revelam que a I/R-intestinal por si s6 néao
induziu a expressao génica da enzima HO-1, porém o tratamento dos animais com
Hemin elevou a sua expressdo, a qual foi acompanhada pela redugcédo da atividade
pulmonar de MPO e do extravasamento do corante AE. Os elevados niveis pulmonares
de IL-1B foram reduzidos pelo tratamento dos animais com o Hemin e houve elevacgéo
da IL-10 e VEGF no mesmo tecidos. A inducdo da HO-1 preveniu o aumento dos niveis
de IL-18 e IL-10 e promoveu aumento dos niveis de VEGF na linfa dos animais. Com
respeito ao sistema antioxidante, nossos dados indicaram que a inducdo da HO-1,
parece estar relacionada com a elevacao da expressao de SOD-1, SOD-2 e reducao da
expressdo de iNOS. Concluindo, os dados obtidos permitem sugerir que a inducéo
prévia da expressdo de HO-1 controla a magnitude da lesdo pulmonar causada pela
I/R-intestinal por mecanismos envolvendo o aumento da atividade de parcela do
sistema antioxidante e regulacdo do balango entre a geracdo de citocinas anti-
inflamatorias e pré-inflamatérias no pulmao.

Palavras-chave: Imunidade inata. Heme oxigenase. Inflamacéo pulmonar. Isquemia e
reperfusao intestinal. Ratos.



ABSTRACT

BERTONI, J. A. Role of Heme Oxigenase 1 on the lung inflammation induced by
intestinal ischemia and reperfusion in rats. 2012. 85 p. Masters thesis
(Pharmacology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2012.

Clinical and experimental evidences have reported that intestinal ischemia and
reperfusion (I/R-intestinal) induces acute lung injury (ALI), which in severe cases can
progress to acute respiratory distress syndrome (ARDS). The ALl is characterized by the
release of a broad spectrum of inflammatory mediators, neutrophil infiltration and
increased vascular permeability. It is known that inflammatory mediators generated at
the site of I/R-intestinal are transported by the mesenteric lymphatic system and, on
reaching the lung, contribute to the ALI. The enzyme heme oxygenase 1 (HO-1) plays
an important role in cellular homeostasis, due to its catabolic action on heme group of
hemoproteins, forming as by-products such as iron, biliverdin and carbon monoxide. It is
known that these by-products have anti-inflammatory, antioxidant and antiapoptotic
actions. However, the role of HO-1 in the control of ALI caused by I/R-intestinal is not yet
fully understood. In the present study we investigated the expression of HO-1 and the
effects of its induction on pulmonary complications resulting from I/R-intestinal. So, male
Wistar rats (220-250 g) were subjected to 45 min of intestinal ischemia by occlusion of
the superior mesenteric artery and 2 h of reperfusion. The control group consisted of
animals falsely operated (Sham). Still, the induction of HO-1 was performed by treating
animals with the compound Hemin (10 mg/kg) 48 and 24 h before the induction of I/R-
intestinal. The I/R-intestinal increased the pulmonary activity of the myeloperoxidase
(MPO) and the extravasation of Evans blue dye (EB) in the lung. Levels of IL-13
increased in lung explant (24 h) while the IL-10 were reduced after I/R- intestinal.
Further, the I/R-intestinal reduces pulmonary expression of SOD-1 and promoted the
increase of INOS expression. The results indicate that the I/R-intestinal alone did not
induce gene expression of HO-1 enzyme, but the treatment of animals with Hemin
increased its expression which was accompanied by reduction of pulmonary activity of
MPO and extravasation of the dye EB. The high pulmonary levels of IL-1 were reduced
by treatment of animals with Hemin and there was an increase of IL-10 and VEGF in the
same tissue. The Induction of HO-1 prevented the increased levels of IL-B 1 and IL-10
and promoted increasing of the VEGF levels in the animals’ lymph. With respect to the
antioxidant system, our data indicate that induction of HO-1, seems to be related to the
elevation of expression of SOD-1, SOD-2 and reduction of INOS expression. In
conclusion, our data may suggest that prior induction of HO-1 expression controls the
magnitude of lung injury caused by I/R-intestinal by mechanisms involving increased
activity of a portion of the antioxidant system and regulation of the balance between
generation anti-inflammatory cytokines and pro-inflammatory in the lung.

Keywords: Innate immunity. Heme oxygenase. Pulmonary inflammation. Intestinal
ischemia and reperfusion. Rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 Isquemia e Reperfuséao (I/R)

A lesdo por isquemia e reperfusdo (I/R) é uma condi¢do inflamatéria que
envolve uma resposta imunoldgica inata e adaptativa (ZHANG; ZUIDEMA, 2010).

A isquemia ocorre quando um 6rgao ou tecido é privado de fluxo sanguineo,
seguido de fornecimento de oxigénio e nutrientes insuficientes (BALAKUMAR et al.,
2008). A isquemia € ocasionada pela diminuicdo da luz de artérias, arteriolas ou
capilares. Quando instalada, a isquemia induz alteragcbes do metabolismo celular
que reduzem reservas energeéticas, causam acumulo de metabolitos téxicos e
eventualmente necrose tecidual (CERQUEIRA et al., 2005; SCARABELLI et al.,
2002).

A reperfusado tecidual € a situacdo na qual o fluxo sanguineo interrompido
pela isquemia é novamente restaurado. Apesar de a restauracao do fluxo sanguineo
em um Orgao, ser essencial para evitar lesdes celulares irreversiveis, sabe-se que a
reperfusdo por si s6 pode aumentar a lesdo do tecido produzido pela isquemia
isoladamente (BALAKUMAR et al., 2008). De fato na vigéncia da reperfuséo,
produtos toxicos gerados durante o metabolismo anaerdbico sdo disseminados na
circulacdo, promovendo alteracdes no estado funcional do 6rgdo ou estruturas
distantes de onde ocorreu a isquemia (BERTHIAUME et al., 1999; HO et al., 2009;
YASSIN et al., 2002). A I/R desencadeia outras sindromes clinicas como: lesdo do
miocardio, acidente vascular cerebral, lesdo pulmonar e insuficiéncia mdultipla de
orgaos e sistemas (IMOS) (ZUIDEMA; ZHANG, 2010). Nesse contexto, a leséo
pulmonar e a IMOS ocupam lugar de destaque (HALLDORSSON et al., 2000).

Os efeitos da isquemia e reperfusdo em O&rgdos remotos parecem ser
mediados por fatores humorais (STALLONE et al., 1969), sendo que nestes fatores
estdo incluidas citocinas como IL-6, IL-8, TNF-a (GROENEVELD et al.,, 1997),
ativacdo dos leucocitos polimorfonucleares (PMN) (CARDEN et al., 1998) e agentes
oxidantes (CARDEN et al., 2000).

O intestino trata-se de um dos 6rgaos que, quando sob processo isquémico,
relaciona-se a eventos em o6rgdos distantes e € relatado como uma emergéncia
abdominal de grande risco de vida (VOLMAR; MENGER, 2010).
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1.2 Isquemia/Reperfuséao Intestinal

A isquemia e reperfusao intestinal (I/R-intestinal) € um quadro em que ocorre
a auséncia ou diminuicdo do fluxo sanguineo arterial ou venoso intestinal. Causada
por obstru¢do aguda ou cronica das artérias ou veias viscerais, ou seja, do tronco
celiaco, da artéria mesentérica ou veias correspondentes (SIMI, 2002). O
prognéstico de um paciente acometido pela I/R-intestinal depende de um rapido
diagndstico e do tratamento preventivo do infarto intestinal (YASUHARA, 2005).

A isquemia intestinal apresenta um desafio no seu diagndstico pelos clinicos
devido a sua apresentacao clinica ser muitas vezes inespecifica, além da dificuldade
em reconhecer a condicdo em que se encontra 0 paciente antes de necrose
intestinal ocorrer. A incidéncia de isquemia intestinal estd aumentando e as taxas de
mortalidade observadas nos ambientes hospitalares se mantiveram elevadas ao
longo das ultimas décadas, variando entre 60 a 80% (ACOSTA, 2010).

A oclusdo aguda da artéria mesentérica pode decorrer de embolia, trombose,
baixo fluxo sanguineo, compressao extrinseca, vasoespasmo induzido por drogas
vasoativas; por outro lado, a obstrugéo venosa pode ser causada, principalmente por
trombose venosa, processos infecciosos e inflamatérios e alteracdo da coagulacéo
(RIBEIRO; YOSHIDA, 2005). Ademais, a I/R-intestinal € uma consequéncia
inevitavel no transplante de intestino delgado (MANGUS et al., 2009).

Pacientes com histérico de insuficiéncia cardiaca congestiva, arritmias
cardiacas, aterosclerose, hipovolemia ou hipotensédo e sepse, bem como pacientes
submetidos a cirurgia recente, trombose venosa profunda, embolia arterial
apresentam maior risco de apresentarem isquemia intestinal (ACOSTA, 2010).

Como caracteristicas clinicas comuns, a I/R-intestinal apresenta perfusao
sanguinea do intestino inadequada, inflamacédo local e sistémica e sequelas
associadas a hipoxia (GRANGER et al., 1980).

Na década de 90, ja se relatava a participacdo do sistema gastrintestinal no
desenvolvimento de Insuficiéncia de Multiplos Orgéos e Sistemas (IMOS) (MOORE,
1994). Desses estudos, adveio o conceito de que o bom funcionamento do sistema
gastrintestinal poderia indicar bom prognostico para pacientes internados em
unidade de terapia intensiva (UTI) (BIFFL; MOORE, 1996). Estudos indicam que a

disfuncéo do trato gastrintestinal tem papel relevante em pacientes internados em
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UTI. De fato, o disturbio intestinal desses pacientes se associa a um maior tempo de
internagéo e possivelmente a maior taxa de mortalidade (MYTHEN, 2005).

A circulacédo esplancnica refere-se a vascularizagcdo que transporta o sangue
de e para os principais orgaos abdominais, incluindo o figado, baco, estémago,
intestino grosso e delgado (LYNCH, 2005). Durante o repouso é possivel observar
que o intestino é um dos 6rgdos mais intensamente perfundidos pelo sangue. Vale
lembrar que a regido esplancnica é particularmente sensivel a reducédo de fluxo
sanguineo (ADAR et al., 1976; McNEILL et al., 1970), representando 20 a 40% do
volume total de sangue. Alids a regido esplancnica € o principal reservatério
sanguineo em casos emergenciais, como a hemorragia (LYNCH, 2005). Ainda,
sabe-se que o choque circulatério exerce papel fundamental na patogénese da
IMOS, e que o intestino € considerado um dos principais indutores da faléncia
multipla de érgdos. De interesse é notar que a lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma
das primeiras manifestacdes clinicas detectadas da inflamacéo sistémica.

Como ja mencionado, a barreira intestinal € sensivel a reducédo de fluxo
sanguineo e, portanto, vulneravel a lesdo de choque. Essa vulnerabilidade esta
relacionada a prioridade de perfusdo a outros 6rgaos, isto é, o fluxo sanguineo é
desviado do intestino para érgdos como cérebro, cora¢do e rins, em resposta ao
choque circulatério. Apos o choque hemorragico, ocorre vasoconstricdo seletiva das
arteriolas intestinais de influxo, mediada principalmente pelo sistema renina-
angiotensina. Mesmo ap0s a restauracdo da hemodinamica central, ha
vasoconstricdo persistente em todos os niveis da microvasculatura intestinal, devido
ao efeito de mdultiplos agentes como fatores derivados do endotélio e substancias
vasoativas (MOORE et al., 2010).

A resposta inflamatéria desencadeada pelo processo isquémico e de
reperfusdo no intestino é bastante complexa e 0s mecanismos pelos quais 0s
eventos locais ocorridos no intestino causam prejuizo em 6rgaos distantes ndo estéo
totalmente esclarecidos. Sabe-se que o sistema linfatico mesentérico representa elo
importante entre a I/R-intestinal e disfuncdo em 6érgéos distantes (MOORE, 2010).
Nesse contexto, admite-se que mediadores inflamatérios liberados durante a
isquemia no intestino sdo carreados pela linfa até érgdos distantes pela linfa
mesentérica, desencadeando eventos em 6rgaos distantes do evento isquémico.

Na inflamacao sistémica induzida por I/R-intestinal, se observa a geracdo em

guantidades apreciaveis, dos niveis de citocinas inflamatorias tais como o fator de
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necrose tumoral (TNF)-a (ARRUDA et al., 2006; OKUSAWA et al.,, 1998), as
interleucinas IL-1B, IL-6 e IL-10 (GROTZ et al., 1999; NARITA et al., 2004; SOUZA et
al., 2003), do 6xido nitrico (NO) (KOKSQY et al., 2001; YAMAMOTO et al., 2001;
ZHOU et al., 2003) e interferon-y (INF-y) (DEITCH et al., 2001). De fato, estudos
conduzidos por nosso grupo também mostraram aumento das citocinas IL-1B, IL-6 e
IL-10 (BREITHAUPT-FALOPPA, 2009; BREITHAUPT-FALOPPA et al., 2011) e do
NO (BREITHAUPT-FALOPPA et al., 2011; CAVRIANI et al., 2005; COELHO et al.,
2007) apods I/R-intestinal. Os efeitos dessas citocinas, de forma geral, estédo
relacionados ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo, inducdo de
necrose e apoptose celular, recrutamento e ativacdo de células inflamatérias
(neutrdfilos e eosindfilos), injaria microvascular e endotelial e aumento do
extravasamento plasmatico (CHOPRA et al., 2009).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) também apresentam papel
importante na fisiopatologia da I/R-intestinal (TASAKA et al., 2008; TEKE et al.,
2007), e sao relatadas como um dos principais fatores responsaveis pela leséo
intestinal ocorrida apds a reperfusdo. Como na vigéncia da isquemia ha diminuicao
do aporte de oxigénio para o tecido, ocorre a inibicdo da fosforilacdo oxidativa
mitocondrial, queda de producdo e estoque de adenosina trifosfato (ATP) e
consequente geracdo de EROS (RIBEIRO; YOSHIDA, 2005). De fato, estudos
demonstram que os neutrofilos sédo recrutados para os pulmdes, tornam-se ativados
e liberam mediadores toxicos como as EROS, que por sua vez, oprimem oS
mecanismos anti-oxidantes enddgenos, gerando dano celular oxidativo (GADEK;
PACHT, 1996; WINDSOR et al., 1993).

A resolucdo do processo inflamatério € de grande importancia para o
organismo, porém, nossos conhecimentos acerca dos mecanismos enddgenos proé-
inflamatoérios e anti-inflamatoérios, que orquestram a resolugdo da resposta do
hospedeiro ao estimulo inflamatério ainda sdo limitados. E razoavel supor que
mecanismos sao adicionados durante a I/R-intestinal representando adaptacao
estereotipada, e que esses mecanismos componham a resolucdo da inflamacéao.
Nesse contexto, sugere-se que o0 organismo deve lancar mdo de mecanismos que
possam regular a magnitude da inflamacéo local, pulmonar e sistémica, para com

iSso, retornar a homeostasia.
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1.3 Isquemia/Reperfusédo intestinal e mediadores inflamatorios

Como citado anteriormente, a magnitude da inflamacéo sistémica durante o
quadro de I/R-intestinal envolve a acédo de diversos mediadores. Souza et al. (2003)
demonstraram que o bloqueio da acéo da IL-13, com o antagonista para receptor de
IL-1 ou com soro anti-IL-13 promove aumento da lesdo tecidual e letalidade
decorrente da I/R-intestinal, lancando duvidas sobre o papel pro-inflamatorio desta
citocina. Uma possivel explicacdo seria o papel da IL-13 na indugao da IL-10, que,
por sua vez, exerceria acdo anti-inflamatéria modulando a lesdo pos I/R-intestinal
(SOUZA et al., 2003). Por outro lado, dados do nosso grupo mostraram que 0s
niveis séricos de IL-1B estdo elevados em ratos submetidos a I/R-intestinal
(CAVRIANI et al.,, 2007), e que a neutralizacdo da IL-18 circulante reduz a
hiporreatividade brénquica induzida pela I/R-intestinal (COELHO et al., 2007). Vale
lembrar que o sistema linfatico constitui uma importante via de transporte de IL-13
gerada pela I/R-intestinal e a inflamacédo pulmonar observada (CAVRIANI et al.,
2007).

Ademais, estudos conduzidos por nosso grupo indicam que mecanismos
enddgenos regulam positivamente a geracdo de IL-6. Estes estudos sugerem que a
IL-6 parece estar relacionada ao aumento da permeabilidade microvascular
pulmonar. (BREITHAUPT-FALOPPA et al., 2009).

O padrao de sintese e liberacdo das citocinas inflamatérias envolve complexa
rede de mediadores com efeitos anti-inflamatérios (por exemplo, IL-4 e IL-10). Como
consequéncia, o controle interno da inflamagé&o pode ser obtido por meio da reducéo
da sintese ou dos efeitos dos mediadores inflamatorios.

Estudos recentes demonstram a existéncia de dois grupos de mediadores
lipidicos (lipoxinas e prostaglandinas ciclopentenonas) (SERHAN et al., 2008). Neste
contexto, estudos conduzidos por Pekaret et al. (2009), demonstraram que a lipoxina
A4 (LXA4) e Anexina-1 (ANXA-1) previnem a inflamacéo local, remota e sistémica de
animais submetidos a I/R-intestinal, sendo esta acdo dependente da inducdo da
producéo de IL-10.

Outros mediadores como o éxido nitrico (NO) (BREITHAUPT-FALOPPA et al.,
2009; CAVRIANI et al., 2005), o fator ativador de plaquetas (PAF), prostanoides e
leucotrienos, também participam do controle da inflamacdo local e sistémica,

interferindo, com o estado funcional dos leucécitos e no recrutamento e/ou ativacao
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de neutrdéfilos (BHATIA; MOOCHALA, 2004). Ainda, no ambito da mediacdo pelo
oxido nitrico, Ward e colaboradores (2000) sugeriram que mecanismos enddégenos,
reduzem a atividade da o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e aumentam a
atividade da oxido nitrico sintase induzivel (INOS), enzimas responsaveis pela
sintese de NO, resultando em aumento da lesdo microvascular intestinal e
pulmonar.

Os eicosandides e o PAF modulam as alteracdes locais e sistémicas apos a
I/R-intestinal. De fato, um estudo demonstra que o desenvolvimento de lesdo da
mucosa intestinal apoés I/R correlaciona-se com a liberagdo de tromboxana A;
(TXA,), prostaglandina E, (PGE,), leucotrieno B4 (LTB,4) e leucotrienos peptidicos
(LTC4, LTD4, € LTE4) (MANGINO et al., 1997). Ainda, o bloqueio da sintese de
prostandides previne a lesdo intestinal desencadeada pela I/R-intestinal
(CAMPBELL,; BLIKSLAGER, 2000). Turnage et al. (1995) detectaram quantidades
apreciaveis de TXA; no pulmao isolado de animais submetidos a I/R-intestinal. Um
estudo no inicio da década de 90 relacionou o bloqueio dos receptores do PAF a
reducdo da liberacdo de tromboxana B, (TXB,), prostaglandina I, e Prostaglandina
F» a, sugerindo a interagdo do PAF com prostandides em choque causado pela I/R-
intestinal mesentérica (FILEP et al., 1991). Alias, o PAF ao causar agregacao
plaguetaria, adeséo de neutrdéfilos, aumento de permeabilidade vascular, hipotenséo
arterial, hipertensdo pulmonar e ativacdo endotelial se associa a lesdo tecidual
causada pela I/R-intestinal (NAGASE et al., 1999; SOUZA et al., 2002).

Como citado anteriormente, o NO também exerce um papel importante no
controle da inflamacdo local e sistémica causada pela I/R-intestinal. Estudos
conduzidos por nosso grupo revelaram que o bloqueio da sintese de NO eleva a
taxa de mortalidade em animais submetidos a I/R-intestinal (CAVRIANI et al., 2004).
Ainda, estudos posteriores demonstraram que o NO e TNF-a presentes na linfa
modulam a inflamacdo pulmonar desencadeada pela I/R-intestinal e que o NO
pulmonar medeia a hiporreatividade brénquica em modelo de I/R-intestinal
(COELHO et al., 2007).

Anteriormente, Terada et al. (1996), descreveram o efeito protetor do NO em
modelo de I/R-intestinal visto que o tratamento dos animais com inibidor de sua
sintese (L-NAME) aumenta o influxo de neutrofilos para o pulméao.

Considerando o exposto admite-se que a I/R-intestinal € um problema clinico

que se associa ao desenvolvimento de inflamacédo sistémica, disfuncdo da
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microcirculacdo pulmonar (XIAO et al., 1997) e lesdo pulmonar aguda (LPA). Em
condicdbes mais graves a LPA pode evoluir para sindrome do desconforto

respiratorio agudo (SDRA).

1.4 Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA)

A primeira descricdo da SDRA ocorreu na década de 1960, por Ashbaugh et
al. (1967), no Centro Médico da Universidade de Colorado. A SDRA caracteriza-se
pela infitracdo de neutrofilos, aumento da permeabilidade vascular, danos da
barreira do epitélio alveolar e comprometimento das trocas gasosas
(LEWANDOWSKI, 2006; LUH et al., 2007) decorrente de intensa inflamacao
pulmonar, onde ha hipoxemia grave (BERNARD et al., 1999).

Diversas condi¢fes clinicas e cirdrgicas podem acarretar o desenvolvimento
de SDRA por duas vias patogénicas: leséo direta (pulmonar) que afeta diretamente o
parénquima pulmonar e lesdo indireta (extrapulmonar) que resulta resposta
inflamatoria sistémica (BAEZ GARCIA; PELOSI; ROCCO, 2008). Dentre tais
condi¢des, podemos citar choque hemorragico (PATI et al., 2011), sepse, trauma,
pneumonia, aspiracado gastrica (MATTHAY et al., 2012) e I/R-intestinal (HE et al.,
2008).

E importante ressaltar que apesar dos avancos significativos no manejo
ventilatorio de pacientes com LPA/SDRA, terapias farmacoldgicas eficazes séo
ainda inexistentes (JACOBSON, 2009).

Segundo Pierrakos et al. (2011) os dados referentes a evolucdo da
mortalidade da SDRA sao conflitantes, pois distintos estudos de meta-analise
apontam resultados diferentes. Em um estudo de meta analise realizada por Phua et
al. (2009), nao foi observada reducao da mortalidade entre os anos de 1994 a 2006.
Em contrapartida, outra meta-analise apresentou dados de redugcdo da mortalidade
(ZABON et al., 2008). Porém, Pierrakos et al. (2011) chegaram a concluséo de que a
mortalidade na SDRA permanece elevada (41-46%), sendo os pacientes idosos, 0s
de maior risco.

A SDRA apresenta uma fase inicial denominada exsudativa, onde se observa
liberacdo de amplo espectro de mediadores, exsudacdo, edema intersticial e
presenca de membrana hialina. Além desta, observa-se a fase proliferativa, na qual

ocorre infiltracdo de miofibroblastos e deposi¢do de colageno. Nesta fase, a despeito



20

do edema intersticial estar resolvido, h& proliferacdo de pneumdcitos tipo Il. Por fim,
em pacientes com doenca prolongada observa-se prejuizo da arquitetura pulmonar,
fibrose difusa e formacéao de cisto (Figura 1) (GALHARDO; MARTINEZ, 2003)

Figura 1 — Perfil temporal do curso da SDRA

FASE EXSUDATIVA FASE PROLIFERATIVA
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Fonte: Galhardo e Martinez (2003).

A I/R-intestinal causa LPA que apresenta como caracteristica um intenso
infiltrado de neutréfilos (CAVRIANNI et al., 2004), aumento da permeabilidade
vascular, além de desencadear um processo inflamatério sistémico no qual se
detecta a presenca de mediadores inflamatorios no soro (CAVRIANI et al., 2007;
NARITA et al., 2004). Nos casos clinicos graves de LPA, é possivel que o paciente
possa evoluir para o quadro de SDRA e IMOS (BHATIA et al., 2004; PUNEET et al.,
2005).

As células recrutadas para o pulméo liberam amplo espectro de mediadores
inflamatorios e de enzimas, desencadeando a inflamacédo pulmonar (WHEELER et
al., 1998; WIN, 2001). Apesar dos mecanismos determinantes deste tipo de
inflamagé&o pulmonar ainda ndo estarem totalmente elucidados, grande variedade de
citocinas pro e anti-inflamatoérias sao detectadas no fluido e no sangue de pacientes
gue desenvolvem SDRA (LESUR et al., 1999). Ademais, no lavado broncoalveolar

(LBA) de pacientes portadores de SDRA s&o encontradas concentragdes elevadas
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de substratos pro-oxidantes como EROS (ZHANG et al, 2000) enquanto
mecanismos antioxidantes encontram-se reduzidos (WARE, 2006).

Moore et al. (1994) mostraram que a I/R-intestinal, causa inflamacao
pulmonar, ativacdo intestinal de fosfolipase A, e recrutamento intestinal de
neutroéfilos. Ainda, estes autores sugerem que o intestino é gerador de mediadores
inflamatorios, que ao serem transportados até o pulmao, modulam a LPA.

Um estudo demonstrou que a lesdo microvascular pulmonar decorrente da
I/R-intestinal era reduzida quando o intestino era isolado (acondicionado em tubos
de borracha) do peritbnio parietal. Ainda, este estudo demonstrou reducéo
plasmatica dos niveis de TNF, IL-1 e IL-8 e paralelamente aumento dessas citocinas
no fluido intestinal extravasado (ascite) coletado do tubo de borracha (NARITA et al.,
2004).

Deitch et al. (2001), demonstraram que o sistema linfatico mesentérico tem
um papel relevante no desenvolvimento de disfungcdo pulmonar e inflamacao
sistémica ao carrear mediadores inflamatérios derivados do trato gastrintestinal.
Estudos anteriores demonstraram em modelo de choque hemorragico, onde se
observa isquemia intestinal, que a lesdo pulmonar depende de fatores humorais
contidos na linfa mesentérica intestinal (MAGNOTTI et al., 1998). De fato, o sistema
linfatico é uma via de coleta e de transporte de fluidos, proteinas do espaco
intersticial, lipideos, células do sistema imune, antigenos e enzimas, que possibilita o
retorno do material coletado a circulacdo sistémica (VON DERWEID,;
MUTHUCHAMY, 2010). A linfa mesentérica é transportada através do ducto toracico
até a veia subclavia atingindo o pulmdo (FANOUS et al., 2007) e contribui, assim,
para a lesdo pulmonar observada apdés a I/R-intestinal. O material drenado é
potencial fonte de substancias agressoras ao organismo. Assim, a microcirculacao
mesentérica exerce relevante efeito sobre a inflamacao sistémica e por extensédo no
estado funcional de neutrofilos (DEITCH et al., 1994; SHENKAR et al., 1994,
WELBORN et al., 2000).

A lesdo pulmonar causada pela I/R-intestinal envolve o sequestro de
neutrofilos, aumento da permeabilidade microvascular pulmonar (CAVRIANI et al.,
2004) e ativagdo das células endoteliais (BIFFL; MOORE, 1996). Estudos do nosso
laboratorio revelam importante participacdo da linfa nas repercussdes pulmonares
decorrentes da I/R-intestinal. De fato, a obstru¢cdo do ducto linfatico em animais

reperfundidos por 2 h, reduz ndo sé o recrutamento de neutréfilos pulmonares, como
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também o aumento de permeabilidade vascular (CAVRIANI et al., 2005) e da
reatividade bronquica (COELHO et al., 2007). Além disso, a linfa desses animais
contém niveis elevados de IL-13 e IL-10 (CAVRIANI et al., 2007).

Os estudos conduzidos por nosso grupo revelaram que ha aumento dos
niveis das citocinas IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a apds o processo de I/R-intestinal, e
gue o transporte desses mediadores inflamatdrios para o pulmdo é parcialmente
dependente da integridade do fluxo linfatico (BREITHAUPT-FALOPPA et al., 2009;
CAVRIANI et al., 2005; CAVRIANI et al., 2007)

Vale lembrar que em condi¢cdes onde o ducto toracico superior encontra-se
intacto, ocorre elevagdo dos niveis séricos de citocinas (TNF-q, IL-13 e IL-10) e que
quando ha obstrucdo do fluxo linfatico ha significativa reducédo das concentracdes
dessas citocinas (CAVRIANI et al.,, 2005; CAVRIANI et al., 2007). Este fato nos leva
a concluir que a linfa tem um papel importante no transporte de mediadores
inflamatdrios e na indugéo de inflamacgéo sistémica.

Ainda, estudos conduzidos em animais com fluxo do ducto linfatico obstruido
e submetidos a diferentes tempos de reperfusdo intestinal, revelaram que as
alteracdes pulmonares e intestinais sdo dependentes do tempo de exposi¢cao do
organismo aos mediadores gerados durante a I/R-intestinal. De fato os mediadores
inflamatorios se encontraram aumentados ap6s 2 e 120 h e diminuidos apdés 24 e 72
h de reperfusao intestinal (VITORETTI, 2010). Esses dados nos levam a sugerir que
as alteracdes ocorridas no pulmao, decorridas da I/R-intestinal sdo dependentes do
tempo de exposicdo a reperfusdo. Além disso, os dados obtidos por Vitoretti (2010)
revelam que os efeitos tardios da I/R-intestinal no pulm&o sao caracterizados pela
presenca de neutrofilos e aumento do extravasamento proteico e que, no intestino,
ocorre aumento da permeabilidade vascular. Os estudos de Vitoretti (2010) revelam
também que a I/R-intestinal promove alteragées no endotélio pulmonar, modulando
a expressdo de moléculas relacionadas com a adesao e migracao de leucécitos para
o pulméo e com a manutencéo da integridade endotelial.

Ademais, Vitoretti (2010) sugeriu que a presenca de IL-1B, IL-6, VEGF (fator
de crescimento vascular endotelial) oscilam ao longo do tempo de reperfusdo. Ainda,
gue os mediadores inflamatérios, gerados no intestino, ao serem carreados até o
pulm&o, produzem ondas adicionais de mediadores (IL-1 B, IL-6, VEGF, LTB, e IL-
10). Estes mediadores podem se associar a inflamacao pulmonar tardia observada

120 h apéds o inicio da reperfusao intestinal.
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Uma hipétese levantada nos estudos conduzidos por Vitoretti (2010) é de que
as repercussoes tardias da I/R-intestinal podem ser causadas devido as falhas no
mecanismo de controle endégeno da resposta inflamatéria. De fato, nesse periodo
houve a reducédo de IL-10 e aumento dos niveis de IL-18 e de VEGF no explante
pulmonar.

Tomados em contexto, os dados apresentados permitem indicar que a
magnitude das repercussdes pulmonares e sistémicas da I/R-intestinal parece ser
controlada por fatores gerados no intestino, os quais podem ser transportados
sistemicamente. Assim, é razoavel inferir que mecanismos enddégenos possam ser
chamados a exercer importante papel no controle da inflamacao pulmonar apés

eventos isquémicos intestinais.

1.5 Heme Oxigenase

A heme oxigenase (HO) é uma enzima identificada na década de 1960
(TENHUNEN et al., 1968, 1969), capaz de manter a homeostasia celular, devido a
capacidade de degradar o grupo heme das hemoproteinas, afetando assim os niveis
das hemoproteinas (SHIBAHARA, 2003). Atualmente trés isoformas desta enzima
sdo conhecidas: heme oxigenase-1 (HO-1), que é a forma induzivel da enzima,
denominada heat shock protein-32 (HsP-32); heme oxigenase-2 (HO-2), que
expressa constitutivamente em diversos tipos de células, incluindo as endoteliais e a
heme oxigenase-3 (HO-3) (McCOUBREYet al., 1997), que é altamente semelhante a
HO-2, e que, no entanto, diversos estudos tem demonstrado que essa isoforma nao
se encontra presente em camundongos e humanos (SCAPAGNINI et al., 2002;
ZHUANG et al., 2003).

Entre as trés isoformas, somente a HO-1 e HO-2 possuem a capacidade de
atuar como enzimas catabolizadoras sobre o grupo heme, transformando-o em trés
produtos: mondéxido de carbono (CO), biliverdina, que é rapidamente convertida em
bilirrubina por meio da acdo da biliverdina redutase e ferro livre (que promove a
inducéo de ferritina, uma proteina ligadora do ferro) (RYTER et al., 2006) conforme
demonstrado na figura 2 abaixo.
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Figura 2 — Subprodutos do catabolismo do grupo heme
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€ imediatamente convertida em bilirrubina por meio da acdo da biliverdina redutase e o ferro é
imediatamente sequestrado e associado ao aumento dos niveis de ferritina.

Fonte: Modificado de Abraham e Kappas, 2008.

A HO-1 é rapidamente induzida por radiacdo ultravioleta, exposicdo a
peréxido de hidrogénio, metais pesados, citocinas tais como IL-10, IL-6, TNF-a, pelo
lipopolissacarideo (LPS) e eventos estressores, tais como hipertermia, doenca de
Alzheimer, isquemia global e transitéria e hemorragia subaracndide (KEYSE e
TYRREL, 1989; VOGT et al., 1995).

A primeira e principal reacdo da HO-1 € a catélise do grupo heme b (Fe-
protoporfirina-1X), que € convertido em biliverdina-1Xa (Unico isémero da biliverdina
produzida por esta via) (WILKS, 2002). O monodxido de carbono e o ferro séo co-
produtos no processo de formacéo de biliverdina (RYTER et al., 2006).

O monoxido de carbono, ferro e bilieverdina exercem efeitos protetores, tais
como antiapoptoticas, anti-inflamatorias, antiproliferativas e antitrombdticas. Ja em
condi¢cbes de elevadas concentragfes desses produtos, ocorre um efeito prejudicial
(VACHARARAJANI et al., 2000).Tem sido sugerido que a indugéo e manutencéo da
HO-1 séo pecas chaves na protecdo da lesdo gerada em quadros de I/R-intestinal
(ATTUWAYBI et al., 2003; NAKAO et al., 2009).
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1.6 Heme Oxigenase, Isquemia e Reperfusdo e SDRA

Como citado anteriormente, a HO-1 faz parte da familia das proteinas de
choque térmico (heat shock protein, HSP32) (TANAKA et al., 2003), e sabemos que
essas proteinas apresentam um papel regulador na inflamacéo gerada pela I/R-
intestinal (ATTUWAYBI et al., 2003; NAKAO et al., 2009). Além disso, a expressao
da HO-1 é desencadeada como resultado de diversos estimulos de estresse que
estdo relacionados a fisiopatologia da inflamagcdo observada na isquemia e
reperfusdo como hipéxia, EROS e NO (MOTTERLINI et al., 2000; TANAKA et al.,
2003; ZAMORA et al.,, 2002). Nesse sentido, sugere-se que a heme oxigenase
desempenhe um papel importante e medeie a inflamacgédo pulmonar desencadeada
pela I/R-intestinal.

Na década de 90, um estudo demonstrou que os niveis de RNAm (acido
ribonucléico mensageiro) da HO-1 em cérebros de ratos eram indetectveis.
Todavia, foram detectados apoOs insulto isquémico no prosencéfalo, atingindo um
pico apods 12 h de reperfusédo (TAKEDA et al.,1994).0Outro estudo demonstrou que o
pré-condicionamento isquémico, uma medida cirdrgica que consiste no emprego de
ciclos curtos de isquemia sucedidos por reperfusdo, prévios a uma isquemia
sustentada, protege o intestino da lesdo apés reperfusdo, e que essa protecdo se
relaciona com maior atividade da HO-1 (MALLICK et al., 2010).

Kim et al. (2011) demonstraram que a regulacdo positiva da HO-1 em ratos
previne a peroxidacéo lipidica gerada pela I/R hepética. Além disso, na I/R hepatica
demonstrou-se o0 papel protetor da técnica cirirgica de pds-condicionamento e que
essa protecdo estava vinculada a maiores taxas intra-hepaticos de HO-1 (ZENG et
al., 2011). No mesmo contexto, Feitoza et al. (2007) demonstraram em modelo de
I/R renal que a funcao renal foi melhorada com a maior expresséao da HO-1.

Park (2009), ao avaliar a ferritina e a HO-1 como biomarcadores de lesao
presentes no soro apoés I/R-intestinal, descreveu que os niveis séricos de ferritina e
HO-1 elevaram-se progressivamente durante as 3 h de reperfusdo em animais
submetidos a I/R-intestinal. No mesmo contexto, o uso de solugcao salina hipertdnica
tem sido relatado como forma de modular a resposta inflamatoéria ao choque. Em um
estudo realizado por Attuwayby et al. (2004a), em modelo de I/R-intestinal, foi
demonstrado que a protecdo relacionada ao uso da solucdo salina hipertdnica era

em parte promovida, pela inducdo da HO-1. O mesmo grupo, utilizando ratos como
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modelo experimental demonstrou que a indugdo prévia da HO-1, utilizando Hemin
(farmaco indutor da expressdo da HO-1) em uma dose de 50 umol/kg, protege o
intestino contra as lesGes geradas pela I/R-intestinal, resultando prevencao de lesao
da mucosa intestinal e reducdo do aumento da atividade da mieloperoxidasse (MPO)
e melhora do transito intestinal (ATTUWAYBY et al., 2004b). No mesmo contexto,
Wasserberg et al. (2006), demonstraram que a inducdo da HO-1 previamente a I/R-
intestinal, reduz significativamente a lesdo do tecido intestinal.

Em um estudo de andlise restrospectiva, foi demonstrado que a expressao
proteica da HO-1 encontra-se elevada em pulmdes de pacientes portadores de
SDRA (MUMBY et al., 2004). Sheu et al. (2009) em um estudo de controle de caso
aninhado demonstraram que maiores niveis séricos de HO-1 se relaciona a menor
risco de pacientes desenvolverem SDRA. No mesmo estudo, foi demonstrado que a
variacdo genética do gene promotor da HO-1 estad relacionada com um maior ou
menor risco de desenvolvimento de SDRA.

Como descrito anteriormente, a I/R-intestinal determina aumento dos niveis
de IL-1B, IL-6 e TNF-a que, uma vez transportados pelo ducto linfatico toracico até
0s pulmdes, participam da inflamacéo pulmonar e induzem a geracéo adicional de
mediadores inflamatorios. Desse evento pode haver exacerbacdo da inflamacéo
sistémica e potencialmente faléncia multipla dos 6rgéos e sistemas.

A luz dessas evidéncias, considerando o papel citoprotetor da HO-1 e que
diversos sao os relatos da protecdo exercida pela HO-1 em modelos de isquemia e
reperfusdo, a questdo que se levanta € se o controle interno da lesdo pulmonar

decorrente de eventos isquémicos intestinais poderia ter a participagdo da HO-1.
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1.7 Hipé6tese

Tendo em vista a acao protetora da HO-1 no processo inflamatorio, pretende-
se estabelecer a hipétese de que a HO-1 seja alvo das acdes dos mediadores e que
mecanismos subjacentes ao processo de inflamacdo pulmonar possam ser

dependentes da maior ou menor expressao pulmonar de HO-1.

1.8 Objetivos

¢ Investigar a expressao da HO-1 no pulméo apés a inducéo de I/R-intestinal;
Estabelecer correlacdo entre a geracdo de HO-1 e controle da inflamacao
pumonar apos a I/R-intestinal;

e investigar os efeitos da inducdo da expressédo da HO-1 sobre os mediadores
inflamatorios (IL-1p3, IL-10 e VEGF) gerados no pulméo apds I/R-intestinal;

e avaliar os efeitos da inducéo da expressédo da HO-1 nos niveis de mediadores
inflamatorios (IL-1B, IL-6, IL-10 e VEGF) presentes na linfa apos I/R-intestinal;

e analisar o efeito da inducéo da expressao da HO-1 na expressao de enzimas
relacionadas ao processo inflamatorio (SOD-1, SOD-2, Catalase, iINOS e
eNOS).
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5 CONCLUSOES

1. O controle da resposta inflamatéria pulmonar causada pela I/R-intestinal
envolve mecanismos acionados pela inducédo exogena da HO-1;

2. a HO-1 regula o balango entre a geragdo de citocinas anti-inflamatorias e pro-
inflamatdrias no pulm&o e no intestino;

3. a HO-1 medeia a expressao de enzimas como SOD-1, SOD-2 e iNOS no
tecido pulmonar;

4. a HO-1 pode ser importante alvo terapéutico em eventos isquémicos

intestinais;

Tomados em conjunto, conclui-se que a hipotese de que:

a. a HO-1 seja alvo das a¢bes dos mediadores ndo foi confirmada no periodo de
2 horas de reperfuséo;

b. mecanismos subjacentes ao processo da inflamagdo pulmonar séo
dependentes da expressdo da HO-1, porém quando induzida de maneira

exégena.
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