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Resumo

Almeida FM. Efeitos da suplementagdo com creatina na lesGo de isquemia e reperfuséo
apds transplante pulmonar unilateral em ratos [tese]. S3o Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de S3o Paulo”; 2017.

A lesdo de isquemia e reperfusdo (IR) é um evento que pode elevar o risco de morte
apos o transplante pulmonar, por ativar o sistema imune inato a induzir a inflamacao.
Em situacdo de isquemia, a oferta de oxigénio se encontra abaixo das necessidades
metabdlicas, resultando na deplecdo das reservas celulares de ATP e no aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs). Adicionalmente,
a IR desencadeia um processo inflamatodrio intenso, caracterizado principalmente pela
presenca de neutréfilos e macréfagos ativados, os quais liberam inimeros mediadores
inflamatdrios, perpetuando a inflamacdo. Nossa hipdtese inicial era que a
suplementacdo com creatina (Cr) poderia atenuar a lesdo de IR pelo aumento dos
niveis de fosfocreatina (PCr) nas células, o que facilitaria a formacdo de adenosina
trifosfato (ATP), promovendo a manutengdo dos niveis de Ca2+ intracelular,
desestimulando assim a formacdo de EROs e, consequentemente, diminuindo o
processo inflamatério. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o papel da
suplementagdao com creatina na atenuagao da lesao de IR em ratos submetidos ao
transplante pulmonar, segundo aspectos inflamatdrios, estruturais e funcionais do
tecido pulmonar. Foram utilizados 64 ratos machos da raca Sprague Dawley
distribuidos em quatro grupos: A90, controle/agua + 90 minutos de isquemia; Cr90,

creatina + 90 minutos de isquemia; A180, controle/agua + 180 minutos de isquemia;
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Cr180, creatina + 180 minutos de isquemia. Os animais doadores receberam creatina
(0,5g/kg/dia) diariamente durante cinco dias antes do transplante pulmonar. Os
animais do grupo controle receberam apenas o veiculo. Apds a extracdo, os pulmdes
permaneceram em isquemia fria por 90 ou 180 minutos sendo, a seguir, implantados e
reperfundidos por 120 minutos. Ao final da reperfusao, foram coletados os dados de
mecanica respiratdria, além de amostras de ar exalado, sangue arterial e periférico,
lavado broncoalveolar e tecido pulmonar. Os parametros avaliados foram: resisténcia
das vias aéreas, resisténcia e elastancia do tecido pulmonar, oxido nitrico exalado,
pressdo parcial de oxigénio e de dioxido de carbono, creatinina sérica, células
inflamatdrias, indice de edema, PCNA, Caspase-3, TLR 4 e 7, IL1-beta, IL6, TNF-alfa,
IL10 e CINC1. Os animais tratados com creatina apresentaram melhora da mecanica
pulmonar, dos niveis de creatinina sérica, da gasometria arterial, além da diminuicdo
da fracdo exalada de 6xido nitrico e da inflamacdo verificada no sangue periférico, no
lavado broncoalveolar e no parénquima pulmonar. Estes animais também
apresentaram diminuicdo da proliferacdo e da apoptose de células inflamatérias, de
TLR4, dos niveis de IL6 e CINC1, além de aumento de IL10. Concluimos que o pré-
tratamento com creatina tem efeito protetor na lesdao de IR apds transplante pulmonar
unilateral em ratos.

Descritores: transplante de pulmdo; lesdo de isquemia e reperfusdo;
creatina/metabolismo; inflamagédo; respiragdo artificial; antioxidantes; ratos Sprague-

Dawley.
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Abstract

Almeida FM. Effects of creatine supplementation in the ischemia-reperfusion injury
after unilateral lung transplantation in rats [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de S3o Paulo”; 2017.

Ischemia and reperfusion injury (IRI) is an event that can increase the risk of death
after lung transplantation (LTx) by activating the innate immune system to induce
inflammation. In ischemia events, oxygen supply is below metabolic requirements,
resulting in depletion of ATP cellular reserves and increased production of reactive
oxygen (ROS) and nitrogen species (RNS). In addition, IRl triggers an intense
inflammatory process characterized mainly by the presence of activated neutrophils
and macrophages, which release innumerable inflammatory mediators, perpetuating
the inflammation. Our initial hypothesis was that creatine supplementation (Cr) could
attenuate IRI by increasing phosphocreatine (PCr) levels in cells, which would facilitate
the formation of adenosine triphosphate (ATP), promoting the maintenance of
intracellular Ca2+ levels, thus discouraging the formation of ROS and, consequently,
decreasing the inflammatory process. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the role of Cr supplementation in the attenuation of IRl in rats underwent to
LTx in according to inflammatory, structural and functional aspects of the lung tissue.
Sixty Sprague Dawley male rats were distributed into four groups: A90, control / water
+ 90 minutes of ischemia; Cr90, creatine + 90 minutes of ischemia; A180, control /
water + 180 minutes of ischemia; Cr180, creatine + 180 minutes of ischemia. Donor

animals received creatine (0.5g/kg/day) daily for five days prior to LTx. Animals in the
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control group received only the vehicle. The donor’s lung remained in cold ischemia
for 90 or 180 minutes and then, were implanted and reperfused during 120 minutes.
After reperfusion, respiratory mechanics data were performed and collected samples
of exhaled air, arterial and peripheral blood, bronchoalveolar lavage fluid and
pulmonary tissue. The parameters evaluated were: airway resistance, resistance and
elastance of the pulmonary tissue, exhaled nitric oxide, partial pressure of oxygen and
carbon dioxide, serum creatinine, inflammatory cells, edema index, PCNA, Caspase-3,
TLR 4 and 7, IL1-beta, IL6, TNF-alpha, I1L10, and CINC1. The animals treated with Cr
showed an improvement in pulmonary mechanics, serum creatinine levels, and arterial
blood gases. In addition, there was a decrease in the exhaled fraction of nitric oxide
and in the inflammation in the peripheral blood, BALF, and pulmonary parenchyma in
creatine-treated animals. These rats also had a decrease in the proliferation and
apoptosis of inflammatory cells, TLR4, IL6, and CINC1. Moreover, there was an increase
in the IL10 levels after Cr treatment. We conclude that pre-treatment with Cr has a
protective effect on IRl after LTx in rats.

Descriptors: lung  transplantation; ischemia and reperfusion injury;
creatine/metabolism; inflammation; respiration, artificial; antioxidants; rats, Sprague-

Dawley.
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1. INTRODUCAO
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Transplante pulmonar

O transplante pulmonar é uma opgao de tratamento para pacientes cuja fungao
pulmonar, a capacidade de exercicio e a qualidade de vida estdo drasticamente
limitadas, e cujo prognodstico de sobrevida em cinco anos seja inferior a 50% do

esperado (Hartert et al., 2014).

O numero cada vez maior de pessoas que necessitam de transplante de pulmao
e a melhoria progressiva da sobrevida do pds-transplante sugerem a necessidade de
uma parceria efetiva entre profissionais de saude envolvidos com o transplante -
médicos, fisioterapeutas, nutricionistas e psicodlogos, entre outros - para haver um
continuo progresso dos resultados da cirurgia e da qualidade de vida dos pacientes.
Em longo prazo, o cuidado com o receptor do transplante é focado na prevencdo de
complicacdes, principalmente infecciosas, no reconhecimento de cuidados médicos
emergentes, na otimizacdo da imunossupressao e no retorno as atividades normais da

vida didria de maneira independente (Adegunsoye et al., 2017).

A selecdo dos candidatos comeca com um pneumologista ou médico de
cuidados primarios que, geralmente, tem uma relagao ja bem estabelecida com o
paciente e pode fornecer os dados do histérico do paciente e detalhes da aderéncia ao
tratamento e suporte social. O momento da consulta do paciente é de extrema
importancia e permite a avaliagao, identificagdo e otimizagao das condutas,
melhorando o estado nutricional e funcional, e preparando o paciente e sua familia

para as alteracoes de vida pds-transplante (Weill et al., 2015).

A avaliacdo para o transplante pulmonar inclui a verificacdo completa da

histéria nutricional, dados antropométricos, e marcadores bioquimicos de nutricdo. O
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estado nutricional do paciente no periodo pré-transplante varia de acordo com a
doenca pulmonar, que pode levar o paciente a estar abaixo do peso, com excesso de
peso ou obeso. O indice de massa corpdrea é utilizado para classificar esses pacientes
(Adegunsoye et al., 2017). A terapia de imunossupressdo no pds-operatorio exacerba o
risco pré-existente de infeccdo, principalmente daqueles pacientes com marcadores

positivos de desnutricdo (Gonzalez-Castro et al., 2006).

A identificacdo e encaminhamento de potenciais candidatos para o transplante
devem ocorrer o mais breve possivel para que o paciente tenha tempo suficiente para

permanecer na lista de espera (Lahzami et al., 2010).

Atualmente, o transplante pulmonar é uma opc¢do terapéutica bem
estabelecida para o tratamento de diversas doengas. Segundo o relatério da Sociedade
Internacional de Transplante de Coragdo e Pulmao (ISHLT) até 30 de junho de 2016,
foram realizados 60.107 transplantes de pulmodes e 3.992 transplantes de coragdo-
pulmdo em adultos nos 256 centros de transplante de pulmdo e 180 centros de
transplante de coragdo e pulmado. Estima-se que os dados enviados ao Registro
representam aproximadamente 75% da atividade mundial de transplante (Chambers

et al., 2017; Lund et al., 2017).

No Brasil, o nimero de transplantes vem crescendo a cada ano, assim como a
qualidade dos resultados (Jatene & Pego-Fernandes, 2008). O transplante de pulmao
no Brasil € menos frequente do que outros drgaos soélidos, como rim e figado, embora
os resultados de sobrevivéncia sejam comparaveis aos relatados na literatura

internacional (Afonso Junior et al., 2015). Segundo dados da Associacdo Brasileira de
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Transplante de Orgdos (ABTO) ja foram realizados 1.015 transplantes de pulm3o no

Brasil até dezembro de 2016 (ABTO, 2017).

As principais doencas que levam os pacientes ao transplante pulmonar s3o:
doenga pulmonar obstrutiva crénica, fibrose cistica, fibrose pulmonar idiopatica,
bronquiectasia, hipertensdao pulmonar primdria e sindrome de Eisenmenger (Camargo
et al., 2011). Os casos mais indicados sdo os que tém a doenca pulmonar obstrutiva
cronica com e sem deficiéncia de alfa-1 antitripsina (31% e 5%, respectivamente),
totalizando mais de um terco de todos os transplantes. A segunda indicagdo mais
comum é por doenca pulmonar intersticial ou fibrose pulmonar (30%), principalmente
consistindo de pneumonia intersticial idiopatica (24%) e ndo idiopatica (5%) (Travis et
al., 2013; Yusen et al., 2016). A terceira causa mais comum s3ao as bronquiectasias,
associadas ou ndo com fibrose cistica (16% e 2,7%, respectivamente). A hipertensado
arterial pulmonar idiopatica corresponde a 2,9% das indicacdes, representando uma
pequena parte dos transplantes (Simonneau et al. 2013; Yusen et al., 2016). Sdo causas
menos comuns de transplantes pulmonares a linfangioleiomiomatose, a sarcoidose e a

silicose (Camargo et al., 2011).

Adultos transplantados de janeiro de 1990 a junho de 2014 apresentaram uma
sobrevida média de 5,8 anos, com indices de sobrevivéncia de 89% aos trés meses,
80% apds um ano, 65% aos trés anos, 54% aos cinco anos e 32% aos dez anos. Os
receptores que sobreviveram ao primeiro ano pds-transplante primario tiveram uma
sobrevida média de 8 anos (Yusen et al., 2016). Ja a média de sobrevida para quem
realizou o retransplante no mesmo periodo é de 2,8 anos, sendo o indice de

sobrevivéncia de 79% nos trés primeiros meses, 66% no primeiro ano, 49% em trés
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anos, 39% em cinco anos e 21% em 10 anos. Receptores que sobreviveram ao primeiro
ano de retransplante tiveram uma sobrevida menor que aqueles que passaram por

transplante pulmonar primario (Yusen et al., 2016).

Dentre os critérios gerais adequados para a realizacdo do transplante de
pulmao estdo: alto risco de morte por doencga pulmonar (>50%) dentro de dois anos se
o transplante ndo for realizado; alta probabilidade de sobreviver (>80%) pelo menos 90
dias apds o transplante; alta probabilidade de sobreviver (>80%) em cinco anos apds o
transplante, a partir de uma perspectiva médica geral, desde que haja funcdo

adequada do enxerto (Weill et al., 2015).

O retransplante de pulmdo tem sido responsavel por uma pequena
porcentagem de transplantes realizados anualmente. No entanto, sua frequéncia tem
aumentado muito nos ultimos anos. Os critérios usados para o retransplante sdo os
mesmos utilizados para a selecdo do transplante. Atencdo particular deve ser dada a
presenca de disfuncdo renal significativa, pois, se presente, pode aumentar
consideravelmente o indice de risco para mortalidade (Novik et al., 1998; Kawut et al.,

2008; Eberlein et al., 2011; Weill et al., 2015).

As maiores causas de morte pds-transplante nos 30 primeiros dias e no
primeiro ano sdo, respectivamente, por insuficiéncia do enxerto e por infeccdes.
Outras causas incluem faléncia multipla de érgaos e cardiovascular, e falhas técnicas
relacionadas ao procedimento do transplante, além de sindrome da bronquiolite

obliterante (Yusen et al., 2016).
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Fatores importantes que devem ser considerados no tratamento pos-
transplante de pulmao incluem: alteragdes do sistema imunoldgico, denervagdao do

enxerto, e alto potencial para interacées medicamentosas (Adegunsoye et al., 2017).

O pulmdo tem sua prdpria competéncia imunoldgica, transporta o débito
cardiaco e, portanto, possui uma grande drea de interacdo imunoativa,
particularmente para a supressao imunoldgica intensiva necessdria apos o transplante
de pulmdo (Witt & Hachem, 2013). A supressdo imune é conseguida com uma
combinacdo tripla de: um inibidor da calcineurina (ciclosporina ou tacrolimus); um
inibidor do ciclo celular (azatioprina ou micofenolato de mofetil); e um corticdide,

normalmente a prednisona (Floreth & Bhorade, 2010; Penninga et al., 2013).

Alteracbes modestas nas doses dos medicamentos podem levar a insuficiéncia
terapéutica ou a reacOes adversas severas. Tais consequéncias podem ser irreversiveis
e podem resultar na perda do enxerto, na insuficiéncia de outros drgdos ou mesmo na
morte do paciente. Os medicamentos utilizados rotineiramente para minimizar estes

riscos sao os inibidores de calcineurina (Adegunsoye et al., 2017).

Apesar dos avancos na preservacao do enxerto, no manejo cirdrgico e na
imunossupressao, devido ao fato dos pulmdes serem extremamente suscetiveis a
lesdo de isquemia e reperfusdo, os resultados para os transplantes pulmonares
continuam sendo os piores dentre os transplantes de 6rgaos sélidos. O sucesso do
transplante de pulmdo é limitado por altos indices de disfungao primaria do enxerto
devido a lesdo de isquemia-reperfusdo, caracterizada por inflamacao resistente, dano

alveolar e permeabilidade vascular aumentada (Laubach & Shama, 2016).
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A inflamacdo geralmente ocorre em resposta a infec¢do, para a eliminacdo de

I”

patdgenos e reparacao de tecidos. No entanto, pode ocorrer a “inflamacdo estéril” em
condicbes ndo infecciosas, incluindo traumatismo, lesdo induzida quimicamente ou
isquemias (Chen & Nunes, 2010; Laubach & Sharma, 2016). Nestes casos, a ativacdo do
sistema imune inato promove a inflamagao. No transplante de pulmao, a isquemia do
o6rgdo e a reperfusdo subsequente sdo inevitaveis e, geralmente, conduzem a

inflamacdo aguda e estéril apds o transplante, chamada de lesdo de isquemia e

reperfusao (Laubach & Sharma, 2016).

Lesao de isquemia e reperfusao

De fato, um grande obstaculo ao sucesso dos transplantes pulmonares é a lesdo
de isquemia-reperfusdo (IR) que, em sua forma clinica grave, é também conhecida
como disfuncdo primaria do enxerto (DPE). A DPE estd associada a elevada morbi-
mortalidade nos primeiros 30 dias apds o transplante (Christie et al., 2012; Suzuki et
al., 2013) e, a médio e longo prazo, ao desenvolvimento da sindrome da bronquiolite
obliterante, como forma de rejei¢ao cronica. Sua ocorréncia esta relacionada a fatores
gue envolvem o doador, o receptor e o ato cirurgico propriamente dito. A maioria dos
casos de DPE é causada por lesao de IR. Mais raramente, infec¢des e reagdes de

rejeicdo podem agir como gatilhos (Suzuki et al., 2013).

N3o existem, ainda, agentes terapéuticos utilizados para prevenir a lesdo de IR,
sendo que as estratégias de tratamento estdo limitadas aos cuidados de suporte

(Laubach & Sharma, 2016).
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A lesao pulmonar severa pela IR manifesta-se como hipoxemia e
desenvolvimento de infiltrados pulmonares nas radiografias. Um estudo recente
demonstrou que a lesdao de IR apds o transplante de pulmdo afeta a sobrevivéncia
tanto a curto quanto a longo prazo (Kreisel et al, 2011). A DPE é associada com
maiores indices de sindrome da bronquiolite obliterante, uma manifestacdo de
rejeicdo cronica, caracterizada por disturbio ventilatério obstrutivo progressivo,

secundario a oclusdo das vias aéreas distais por fibrose (Kreisel & Goldstein, 2013).

Comparados com outros orgdos, os pulmdées sdo mais resistentes a isquemia
devido a disponibilidade de oxigénio a partir da troca gasosa alveolar, bem como a
entrega de oxigénio através do sangue do sistema circulatério duplo, composto de
artérias bréonquicas pulmonares (Frazier et al., 2000; den Hengst et al., 2010; Weyker

et al., 2013).

A isquemia pulmonar pode ocorrer em qualquer situacdo em que o0s
suplementos de oxigénio ndo conseguem atender as demandas metabdlicas do
parénquima pulmonar devido ao fluxo sanguineo limitado e/ou diminuicdo da
ventilacdo. Devido aos subprodutos da isquemia celular, a perfusdo é prejudicada pela
producdo de moléculas toxicas. Clinicamente, existem dois cendrios comuns para a
lesdo de IR: primeiro, quando o fornecimento de sangue é interrompido e a ventilacdo
continua, a difusdo de oxigénio através do tecido alveolar continua criando uma
isquemia ventilada (Templeton & Garrotto, 1967; Babiker et al., 1985). Exemplos:
situacGes trombdticas, hipertensdo pulmonar primaria ou sindrome toracica aguda;
segundo, quando ocorre a interrupgdo completa do fluxo sanguineo e da ventilacao,

conhecido como isquemia andxica. Exemplos: tempo de isquemia fria que ocorre no
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transplante e de circulagdo extracorpdrea (Apostolakis et al., 2010; Weyker et al.,

2013).

A lesdo de IR é um processo patoldgico multifacetado que dificulta o manejo
perioperatério de pacientes submetidos a qualquer procedimento que interrompe a
perfusdo dos orgdos. A isquemia do érgao comeca com um desequilibrio entre a oferta
e a demanda metabdlica e termina com a hipdxia tecidual, levando a danos celulares
ou mesmo a morte das células. Se por um lado, a etapa final do transplante inclui a
restauracdo adequada da perfusdao do 6rgdo, por outro, isso muitas vezes agrava a
lesdo tecidual, pois a reperfusdo induz uma sobrecarga celular, seguida de grande
aumento de mediadores inflamatorios, além de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
nitrogénio (ERNs), promovendo um ciclo de ndo resolucdo das lesGes teciduais e

celulares (Weyker et al., 2013).

A lesdo de IR ap6s o transplante pulmonar é a principal causa de disfungdo do
orgdo e esta associada com inumeras alteracdes estruturais e funcionais (Dreyer et al.,
2008), como, por exemplo, edema intra-alveolar e intersticial e diminuicdo da
integridade da barreira alvéolo-capilar (Novick et al., 1991; Miuhlfeld et al., 2007;

Dreyer et al., 2008).

Isqguemia é uma condicdo de interrup¢cdo no suprimento de substratos
energéticos, como oxigénio e glicose, para um determinado tecido ou 6rgao, durante
um periodo, e se instala toda vez que o aporte sanguineo é menor que as necessidades
basicas do orgdo, sendo causa de disfuncdo e posterior morte de tecidos (Semenza,

2000).
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Durante a isquemia ocorre o aumento da permeabilidade ao calcio Ca2+,
favorecendo sua entrada na célula. Este aumento de Ca2+ intracelular, potencializado
pela diminuicdo de seu transporte ativo para o meio extracelular, dependente de ATP,
apresenta varios efeitos deletérios: alteracdo do citoesqueleto, ativacdo de
fosfolipases, com consequente liberacao de metabdlitos do acido araquidonico a partir
da membrana celular e das organelas, e producdo de radicais livres. Todos estes

efeitos contribuem para a morte celular (Waxman, 1996).

Diversos mediadores parecem participar do controle da inflamacdo local e
sistémica interferindo com o estado funcional dos leucdcitos, devido a formacdo de
radicais livres no desencadeamento das lesGes teciduais impostas pela IR, sendo a
infiltracdo de neutrofilos o evento essencial para o desenvolvimento da lesdo tecidual
(Grace, 1994). Este evento ocorre pela liberacdo de radicais livres, enzimas
proteoliticas e peroxidase, acdo que € iniciada e potencializada por diversos
mediadores, como IL1 beta, IL6, IL8 e TNF-alfa, entre outros (Marchant et al., 1995; lkai

et al., 1996; Koike et al., 2000).

Apesar da complexa fisiopatologia da lesdo de IR, varios relatos apontam para o
papel fundamental dos macréfagos alveolares como orquestradores de respostas
imunes inatas dentro do pulmdo. Os macréfagos alveolares expressam varios
receptores de reconhecimento padrdo, que podem desempenhar um papel critico na
formulacdo de respostas imunes nos aloenxertos do pulmdo em resposta a infeccdes
respiratorias (Naidu et al., 2003). Por exemplo, ja foi relatado que a producdo de TNF-
alfa por macréfagos alveolares aumenta a secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias e

guimiocinas pelas células epiteliais alveolares (Sharma et al., 2007).
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A IR durante o transplante pulmonar, ativa multiplos caminhos de uma cascata
de lesdes. Algumas citocinas pré e anti-inflamatérias como a IL6, IL8 e a IL10 dirigem

estes caminhos (de Perrot et al., 2003).

Diversos estudos examinaram a importancia dos toll-like receptors (TLRs) em
diferentes modelos experimentais de IR. TLR4 é um receptor que é ativado por
componentes das bactérias gram-negativas, tais como lipopolissacarideos (LPS). No
entanto, os TLRs, incluindo TLR4, foram relatados como sendo ativados por
substancias enddgenas que sdo liberadas durante a necrose celular. Em modelos
experimentais de IR cardiaca, ambos os TLRs 2 e 4 tém sido implicados na inducdo da

lesdo e na inflamagdo subsequente (Oyama et al., 2004).

Varios trabalhos tém usado modelos de oclusdo pulmonar como modelos de
lesdo de IR. Alguns grupos tém observado que a lesdo por IR é atenuada em

camundongos deficientes em TLR4 (Shimamoto et al., 2006; Zanotti et al., 2009).

Existem algumas terapias usadas com o objetivo de minimizar os efeitos da IR,
como: pré-condicionamento, terapia de gases, terapia de surfactante, oxigenoterapia
hiperbarica, prostaglandinas (Weyker et al., 2013) e agentes antioxidantes (Jackson et
al.,1988; Lu et al., 1998), sendo alguns testados em diferentes modelos experimentais
(Haverich & Karck, 1994; Zhao et al.,1997; Inci et al.,, 2007). Entre esses agentes

encontra-se a creatina (Lawler et al., 2002; Almeida et al., 2016).
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Creatina

Desde a descoberta da creatina fosfato (PCr), em 1927, e das reac¢des da
creatina quinase, em 1934, os esforcos de investigacdao concentram-se principalmente
nos aspectos bioquimicos, fisiolégicos e patolégicos da prépria reacdo de creatina
quinase e no seu envolvimento no metabolismo de fosfato de alta energia das células

e tecidos de alta demanda energética.

Apesar da menor atencdo, em geral, que tem sido dada ao metabolismo da
creatina, novas importantes descobertas foram feitas nas ultimas décadas. Por
exemplo, analogos da creatina provaram ser potentes agentes anticarcinogénicos, que
atuam sinergicamente com o uso de agentes quimioterapicos. A ciclocreatina, um dos
analogos da creatina, assim como a PCr, protege os tecidos de danos isquémicos e
pode, portanto, ter um impacto sobre o transplante de 6rgdos (Wyss & Kaddurah-

Daouk, 2000).

A creatina monohidratada, o suplemento mais usado na industria do esporte,
tem recebido maior atencdo por causa dos seus efeitos benéficos em um grande
numero de doengas degenerativas. Estes efeitos sao explicados com base no seu papel

ergogénico do sistema Cr/PCr (Sestili et al., 2011).

A creatina tornou-se um dos alimentos mais populares no mercado de nutricao
esportiva. A creatina monohidratada é a forma mais estudada e utilizada em
suplementos alimentares. Estudos tém indicado que a suplementagao com creatina
monohidratada aumenta as concentragdes de fosfato no musculo em cerca de 15-40%,
melhora a capacidade de exercicio anaerébio e aumenta o volume de treinamento,

levando a maiores ganhos de forca, poténcia e massa muscular (Jager et al., 2011).
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A creatina é uma amina sintetizada endogenamente principalmente pelos rins,
pancreas e figado a partir dos aminodcidos I-arginina, I-glicina e I-metionina (Wyss &
Kaddurah-Daouk, 2000; Lawler et al., 2002). Os 6rgdos produzem 1 a 2 g de creatina
por dia, enquanto 1 a 5 g por dia sdo obtidas a partir dos alimentos ingeridos (carne e
peixe), sendo que 95% desta creatina sdo transportados para o musculo esquelético,

cérebro e testiculos (Wyss & Kaddurah-Daouk, 2000).

Desde meados dos anos 80, a creatina passou a ser comercializada como
suplemento dietético, sendo utilizada principalmente por atletas que necessitam
aumentar massa, forca e explosdo muscular (Lawler et al.,, 2002). A creatina
monohidratada na forma mais comumente encontrada hoje em dia passou a ser
comercializada no inicio dos anos 1990; desde entdo tem sido frequentemente citada
na literatura cientifica. Muitas outras formas também surgiram na tentativa de
melhorar a solubilidade em agua a fim de melhorar a biodisponibilidade e aumento no
desempenho. A creatina monohidratada contém 87,9% de creatina, enquanto que os

conteudos de outras formas de creatina sdo inferiores (Jager et al., 2011).

Segundo alguns autores, os efeitos antioxidantes da creatina podem derivar de
diferentes mecanismos indiretos de ag¢dao, como na estabilizagdo de membranas
celulares e melhora na capacidade energética da célula (Persky & Brazeau, 2001; Wyss
& Schulze, 2002), e mecanismos diretos, devido as propriedades antioxidantes

atribuidas a creatina (Lawler et al., 2002; Sestili et al., 2006).

A suplementacdo com creatina pode atenuar danos oxidativos induzidos pelo
exercicio nas células musculares, através da manutencdo da homeostase energética

mitocondrial (Rawson et al., 2001). Além de considerar seu uso no auxilio ergogénico,
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estudos acerca da suplementagao com creatina tém tido mais atengdo desde que foi
sugerido que a mesma tem efeitos benéficos na prevencdo e/ou tratamento de
algumas doengas musculares, neuroldgicas e cardiovasculares (Matthews et al., 1998;
Heinanen et al., 1999; Klivenyi et al., 1999; Andreassen et al., 2001). Os beneficios da
creatina nessas doencas sdo atribuidos a sua acao nos niveis de ATP celular, cuja queda
causaria a acumulacdo de Ca2+ intracelular, estimulando a formacdo de EROs e
causando, consequentemente, danos ao metabolismo oxidativo (Persky & Brazeau,

2001).

Em casos de isquemia temporaria, a capacidade de gerar ATP pelo metabolismo
oxidativo € reduzida, causando danos celulares. Entretanto, o aumento nas
concentracOes de creatina fosfato, através da suplementagcdo com creatina, pode
facilitar a geracdo de ATP, além de promover a manutencdo da homeostase de Ca2+
intracelular, mecanismos esses que também podem ser considerados importantes

acOes antioxidantes geradas pela ingestdo de creatina (Wyss & Schulze, 2002).

Em estudo prévio, usando um modelo animal de oclusao total do hilo pulmonar
esquerdo (artéria, veia e bronquio), avaliamos os efeitos anti-inflamatérios e
antioxidantes da creatina monohidratada e observamos sua capacidade de atenuar os
efeitos da IR no tecido pulmonar (Almeida et al.,, 2016). Contudo, outra importante
pergunta surgiu: a suplementacdo com creatina também teria efeitos benéficos na
atenuacdo da lesdo de IR em um modelo mais complexo e mais proximo da pratica

cirargica, como o transplante pulmonar?
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Avaliar o papel da suplementagao com creatina na atenuagao da lesao de
isquemia e reperfusao em ratos submetidos a transplante pulmonar, com relagao a

aspectos inflamatérios, estruturais e funcionais do tecido pulmonar.
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Animais

Foram utilizados 64 ratos (32 doadores e 32 receptores) machos adultos (10
semanas) da linhagem Sprague Dawley, pesando entre 360 e 415 g, fornecidos pelo
Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo. Os
animais foram utilizados segundo as regras da Comiss3do de Etica em Experimentagio

Animal desta instituicdo (CEP 376/13).

Grupos

Os animais receptores foram distribuidos em quatro grupos conforme (i) a
substancia dada aos animais doadores (agua ou creatina) e (ii) o tempo de isquemia

fria do pulm3o a ser implantado (90 ou 180 minutos):

» A90 (n = 8): controle/agua + 90 minutos de isquemia;
» Cr90 (n = 8): creatina + 90 minutos de isquemia;
» A180 (n = 8): controle/agua + 180 minutos de isquemia;

» Cr180 (n = 8): creatina + 180 minutos de isquemia.

Suplementacdo com creatina

Os animais doadores receberam creatina (SigmalJ, 0,5g/kg/dia) (Vieira et al.,
2007; Vieira et al., 2009; Ferreira et al., 2010; Almeida et al., 2016) diluida em 1 mL de
agua filtrada, por gavagem (figura 1A), durante 5 dias antes do procedimento cirurgico.

Os animais dos grupos Controle receberam apenas o veiculo (dgua filtrada).
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Procedimento cirurgico

Animais doadores

Vinte e quatro horas apds a ultima gavagem, os doadores foram anestesiados
com isoflurano 5% (lsothane, Baxter) e entubados orotraquealmente com canula de
polietileno com auxilio de um laringoscopio pediatrico adaptado para roedores. A
seguir, a canula foi conectada a um respirador para pequenos animais (FlexiVent,
SCIREQ, Montreal, CA). Os animais foram mantidos em decubito dorsal e ventilados
com volume corrente de 10 mL/kg, frequéncia respiratéria de 80 ciclos/min e pressdo
positiva expiratoria final (PEEP) de 3 cmH;0. O pico maximo de pressdo traqueal foi
mantido em 12 cmH,0. A anestesia geral foi mantida com isoflurano (2%) distribuido

através de um vaporizador de gases (K. Takaoka, mod. 1223).

Apds laparotomia mediana, os animais receberam heparina sédica (50 Ul)
injetada diretamente na veia cava inferior. A seguir, procedeu-se a abertura da caixa
toracica através de esternotomia mediana. Imediatamente antes da perfusdo dos
pulmdes com a solucdo de preservacao (Perfadex®, Vitrolife), a veia cava inferior foi
seccionada para diminuir o retorno venoso, e a auricula esquerda foi amputada para
facilitar a drenagem da solucdo de preservacao. Ambos os procedimentos levaram o
animal a ébito. Em seguida, foi realizada uma pequena incisdo na parede anterior do
ventriculo direito, préximo a emergéncia do tronco da artéria pulmonar, através da
qual foi introduzida uma sonda plastica conectada ao reservatério da solucdo de
preservacao. Teve inicio, entdo, a perfusdo anterégrada dos pulmdes com 20 mL de

solugdo a 4°C sob pressdo de 20 cm H,O (figura 1B) (Abreu et al., 2014).
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Apds os pulmdes estarem completamente perfundidos com a solucdo de
preservacao, procedeu-se a retirada do bloco cardiopulmonar com os pulmdes
mantidos insuflados por meio da oclusdo da traqueia ao final da inspiracdo. O objetivo
de manter a insuflacdo pulmonar foi proporcionar certa reserva de oxigénio, além de
prevenir a atelectasia do 6rgdo. O bloco cardiopulmonar foi colocado em placa de Petri
contendo gaze umedecida com a mesma solucdo de preservacdao a 4°C. O pulmao
esquerdo foi coberto com parte dessa gaze para manter a umidade e a temperatura do
orgao, bem como para facilitar a disseccdao do hilo pulmonar e colocagdo dos
manguitos na artéria, veia e bronquio, conforme técnica descrita previamente (figura
1C) (Xavier et al., 2007). Os manguitos foram confeccionados a partir de dispositivos
para acesso venoso periférico nimero 16 Gauge (G). Apds a colocagdo dos manguitos,
o pulmdo foi mantido em solugdo de preservacdio em recipiente fechado e

acondicionado em geladeira a 42C por 90 ou 180 minutos.

Figura 1. Procedimento cirargico. A, gavagem do animal doador com dgua ou creatina
durante 5 dias antes do Tx; B, perfusdo anterdgrafa dos pulmdes com solucdo de
preservacao; C, manguitos inseridos na artéria, veia e brénquio do pulmao esquerdo
do doador; D, manguitos do enxerto do doador inseridos e fixados nos vasos do animal
receptor.
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Animais receptores

Os animais foram anestesiados, entubados e ventilados conforme descrito
anteriormente para os doadores. A seguir, foram posicionados em decubito lateral
direito e submetidos a toracotomia esquerda por meio de incisdo no 52 espaco
intercostal. O ligamento inferior foi cuidadosamente rompido para facilitar a exposicdo
do hilo pulmonar pela tracdo do pulmdo. Apds a disseccdo e clampeamento das
estruturas hilares com o auxilio de microscépio estereoscdpico (Olympus, mod. SZ61),
o enxerto foi posicionado sobre o pulmdo nativo e o implante foi iniciado com uma
seccdo parcial da parede da artéria pulmonar esquerda, progredindo-se o manguito da
artéria do doador para o interior da artéria receptora, seguido por fixacdo das
estruturas com fio monofilamentar 7.0. Este mesmo procedimento foi realizado para a
veia e bronquio, nesta ordem (figura 1D) (Xavier et al., 2007). Apds a colocagdo e
fixacdo dos manguitos, a ligadura do bréonquio foi removida e a ventilagdo lentamente
restabelecida, desfazendo-se as atelectasias. A seguir, o clamp da veia pulmonar foi
aberto, permitindo a circulacdo retrégrada e, por fim, o clamp da artéria foi aberto,
restabelecendo a circulagdo anterégrada e a perfusao do enxerto.

Imediatamente antes do fechamento da ferida cirdrgica, foi feita a injecao de
cloridrato de lidocaina 2% (4mg/kg). O fechamento do térax foi realizado por planos
separados com fio monofilamentar 2.0. Os animais receberam analgesia (dipirona
sédica, 400 mg/kg) por via orogastrica e foram mantidos por 120 minutos no

ventilador mecanico.

Francine Maria de Almeida — Tese de doutorado



22

Avaliacao da mecanica pulmonar

Imediatamente no inicio e apds 120 minutos de reperfusdo do enxerto, foi
calculada a impedancia do sistema respiratorio dos animais. A ventilagdo mecanica foi
interrompida somente para a aplicagdo das perturbacdes. Foram medidos os dados de
resisténcia de vias aéreas (RAW), elastancia de tecido (HTIS) e resisténcia de tecido

(GTIS) pelo modelo de oscilagdo forcada (Hantos et al., 1992).

Coleta do ar exalado e analise dos niveis de 6xido nitrico

Apds a coleta de dados da mecénica, o sistema de anestesia foi desligado e a
ventilagdo passou a ser feita com ar ambiente. Apds um minuto, um baldo de Mylar foi
conectado a saida do ventilador por trés minutos para a coleta do dxido nitrico exalado
(NOex). Para evitar a contaminagdo ambiental, um filtro de NO foi anexado ao circuito
de ventilacdo (Prado et al., 2006; Olivo et al., 2012; Almeida et al.,, 2016). As
concentracdes de NOex foram medidas por quimioluminescéncia usando-se o
analisador NOA 280 (Sievers Instruments, Inc., Boulder, CO). Antes de cada medicdo, o
analisador foi calibrado com NO na concentracdo de 47 ppb (White Martins) e um

filtro de NO zero (Sievers Instruments, Inc.).

Gasometria

Apds a coleta da amostra de NOex, o sistema de anestesia foi novamente ligado
e foi realizada uma laparotomia mediana para coleta de sangue por puncdo da artéria
aorta abdominal, utilizando-se seringa heparinizada. A analise das amostras de sangue

foi processada no aparelho Stat Profile 10 (Nova Biomedical).
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Contagem de células no sangue periférico

Logo em seguida, foram coletados 5 mL de sangue da veia cava inferior para
determinagdo do numero total de leucdcitos. O material foi processado conforme
descrito a seguir para o lavado broncoalveolar. Antes, porém, uma gota do sangue
coletado foi usada para a realizacdo de esfregaco sanguineo e contagem diferencial de

leucdcitos.

Eutanasia

Logo apds a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados, pela secc¢do total
da artéria aorta abdominal e, a seguir, o bloco cardiopulmonar foi extraido da caixa

toracica.

As carcacas dos animais foram descartadas conforme as normas da FMUSP,
sendo colocadas em sacos brancos, devidamente identificados com a etiqueta prdpria,
lacrados e acondicionados em freezer no laboratério. O descarte final da carcaca foi de

responsabilidade da empresa limpadora contratada pela FMUSP.

Coleta e analise do lavado broncoalveolar (LBA)

O LBA foi utilizado para avaliagao do numero total e diferencial de células e

também para avaliagao dos niveis de citocinas nos pulmdes.

Coleta do LBA e contagem total e diferencial de células
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O pulmao foi removido em bloco, seco com papel absorvente e pesado em
balanca analitica (Mettler Toledo, mod. AG204). A seguir, o pulmdo esquerdo foi
dissecado e isolado do restante do conjunto para realizacdo do LBA seletivo, por
instilacdo de 5 mL de solugao PBS com cateter 16G. O material foi centrifugado a 300g
por 10 minutos a 5°C. Depois da centrifugacdo e retirada do sobrenadante, o pellet
celular foi ressuspendido com 5 mL de PBS para a contagem do numero total de
células por mL, realizada em camara de Neubauer. Foram confeccionadas laminas de
cytospin (modelo Cytospin-2, Shandon Instruments Sewickley, PA), que foram
posteriormente coradas com Diff-Quik para a contagem diferencial celular (300

células/lamina).

Medida de citocinas no LBA por ELISA

O sobrenadante do LBA foi utilizado para dosagem das citocinas inflamatdrias
IL1-beta, IL6, CINC1, IL10 e TNF-alfa pelo método ELISA, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Neste método, o anticorpo para um antigeno
especifico, chamado de anticorpo de captura é inicialmente absorvido pelo pogo da
placa. Depois, a amostra com o antigeno é adicionada e se liga a este anticorpo. Logo
apos, € adicionado outro anticorpo especifico de detecgdo para o antigeno.
Finalmente, um terceiro anticorpo ligado a enzima é adicionado a estreptavidina. Esta
enzima ird reagir no substrato adicionado, gerando cor. A intensidade da reacao é
proporcional a quantidade de antigeno presente, determinado por densidade éptica

(RD Systems, CA, EUA).
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Coleta do tecido pulmonar para analise por histologia e imunohistoquimica

Histologia

Apds o LBA, o pulmdo esquerdo foi instilado intratraquealmente com
paraformaldeido 4%, a uma pressao de 20 cm de H;0; a traqueia foi ocluida e o pulmao
submerso em recipiente contendo a mesma solugdo para a fixagao do tecido por 24hs.
A seguir, a peca foi submetida a processamento de rotina para emblocamento em
parafina e confeccdo de laminas histoldgicas. As laminas contendo cortes histoldgicos
de 5 um foram submetidas as colora¢cdes de Hematoxilina-Eosina e analisadas em
microscopio o6tico com ocular reticulada (50 retas e 100 pontos), onde foram
guantificados o indice de edema e o numero de células mono e polimorfonucleares

(Gongaves et al., 2012; Olivo et al., 2012; Almeida et al., 2016).

Imunohistoquimica

As laminas previamente preparadas com silane contendo os cortes histolégicos
dos pulmdes para imunohistoquimica (Almeida et al., 2016) foram utilizadas para
verificar a apoptose e proliferacdo celular pela expressao de células positivas para
Caspase-3 e PCNA (proliferative cell nuclear antigen). Além disso, foram realizados os

ensaios de imunohistoquimica para avaliar a expressao de TLR4 e TLR7.

Analise estatistica

As anadlises descritivas para os dados quantitativos que apresentaram
distribuicdo normal foram realizadas apresentando-se as médias acompanhadas dos

respectivos desvios padrdao (DP). Ja os dados quantitativos sem distribuicdo normal
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foram expressos através das medianas e intervalo interquartil 25-75%. Os
pressupostos da distribuicdo normal em cada grupo e a homogeneidade das varidancias
entre os grupos foram avaliados com o teste de Shapiro-Wilk. Foi realizada a
comparagdo entre controle versus tratamento. Para as varidveis quantitativas que
apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o teste “t de student”. Quando a
variavel ndao apresentou distribuicdo normal, recorremos ao teste “Mann-Whitney
Rank”. Todas as andlises foram realizadas no software SigmaPlot 12.0, com nivel de

significancia de a=0,05%.
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Foram utilizados 32 animais doadores e 32 receptores distribuidos nos quatro

grupos. Assim, todos os dados apresentados sao referentes a oito animais por grupo.

Para simplificar e facilitar a descricdo dos resultados, sempre que os animais
tratados com creatina ou agua forem citados, entenda-se que sdo os animais que
receberam o pulmao esquerdo de animais doadores, estes sim, tratados com creatina

ou agua, cujos pulmdes foram submetidos a 90 ou 180 minutos de isquemia fria.

O peso médio dos animais receptores foi de 394 + 40g, enquanto o peso do
pulmao e do coragdo foi de 3081 + 599 e 1208 + 104mg, respectivamente. Ndo houve

diferenca entre os grupos (tabela 1).

Tabela 1. Peso do animal, pulm3o e coragdo.

A 90 Cr 90 p A 180 Cr 180 p
Peso Média Média Média Média
(+ DP) (+ DP) (+ DP) (+ DP)
Animal 3956 397,6 0,869 390,4 3945 0,884
(8) (+38,6) (+35,7) (55,5) (+32,3)
Pulm3o 3040,7 3064,3 0,930 3176,8 3069 0,540
(mg) (+732,9) (+733,3) (+378,8) (+ 474,1)
Coraciio 1203,0 1212,9 0,807 1216,5 1202,7 0,724
(mg) (+99,8) (£ 119,0) (+ 103,3) (+ 101,3)

A90, controle/agua + 90 minutos de isquemia; Cr90, creatina + 90 minutos de
isquemia; A180, controle/agua + 180 minutos de isquemia; Cr180, creatina + 180
minutos de isquemia. Dados expressos em média e desvio padrao.

Os dados de mecanica pulmonar foram avaliados em dois momentos, sendo o

primeiro logo apds o inicio da reperfusdo do enxerto, que chamamos de “reperfusdo
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imediata”, e apds duas horas de reperfusdo do mesmo, que chamamos de “reperfusido

I”

fina

Houve aumento da RAW, e diminuigdo da GTIS e da HTIS nos animais tratados
com creatina na reperfusdao imediata. Entretanto, ndo houve a alteragao de RAW e

GTIS (90 minutos) na reperfusao final (tabela 2).

A concentragao de NOex foi menor nos animais tratados com creatina nos dois

diferentes tempos de isquemia, 90 e 180 minutos (figura 2).

Houve aumento da concentracdo de creatinina no plasma dos animais tratados

com creatina nos dois tempos de isquemia avaliados (figura 3).
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A 90 Cr 90 p A 180 Cr 180 p
Mecanica Mediana Mediana Mediana Mediana
Pulmonar
(25-75%) (25-75%) (25-75%) (25-75%)
Reperfusdo imediata
RAW 0,071 0,089 0,009* 0,089 0,101 0,044%*
(cmH20.s/mL) | (0,06-0,11) (0,08-0,12) (0,07-0,10) (0,08-0,11)
GTIS 0,329 0,322 0,038* 0,372 0,299 0,001*
(cmH20/mL) (0,31-0,37) (0,29-0,33) (0,31-0,38) (0,27-0,31)
HTIS 1,974 1,650 0,003* 1,881 1,717 0,021*
(cmH20/mL) (1,80-2,04) (1,56-1,80) (1.66-2,31) (1,58-1,84)
Reperfusao final
RAW 0,098 0,092 0,674 0,096 0,103 0,554
(cmH20.s/mL) | (0,07-0,15) (0,08-0,12) (0,07-0,15) (0,09-0,11)
GTIS 0,359 0,325 0,060 0,361 0,334 0,003*
(cmH20/mL) (0,32-0,41) (0,29-0,35) (0,35-0,37) (0,29-0,35)
HTIS 2,312 1,741 0,021* 2,033 1,739 0,049*
(cmH20/mL) (1,79-3,11) (1,60-2,32) (1,69-2,51) (1,63-1,85)

A90, controle/agua + 90 minutos de isquemia; Cr90, creatina + 90 minutos de
isquemia; A180, controle/dagua + 180 minutos de isquemia; Cr180, creatina + 180
minutos de isquemia. RAW, resisténcia das vias aéreas; GTIS, elastancia de tecido;
HTIS, resisténcia de tecido * grupo creatina diferente de controle. Dados expressos em
mediana e 25-75%.
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p= 0,041
6 - p= 0,010

NOex (ppb)
_|

A90 Cro0 A180 Cr180

Figura 2. Concentracao de 6xido nitrico no ar exalado, em partes por bilhdo. A90,
controle/agua + 90 minutos de isquemia; Cr90, creatina + 90 minutos de isquemia;
A180, controle/agua + 180 minutos de isquemia; Cr180, creatina + 180 minutos de
isquemia. Dados expressos em mediana e 25-75%.

1,07 p= 0,011 p=0,011
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Figura 3. Dosagem de creatinina no plasma. A90, controle/agua + 90 minutos de
isquemia; Cr90, creatina + 90 minutos de isquemia; A180, controle/agua + 180 minutos
de isquemia; Cr180, creatina + 180 minutos de isquemia. Dados expressos em média e
desvio padrao.
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Dentre os parametros de gasometria arterial das amostras de sangue coletadas
dos animais receptores apds trés minutos da interrupg¢do do fornecimento de oxigénio
e sedacdo, foram considerados os dados de pressdo parcial de CO; e Oy e
concentracdo de lactato. Houve melhora na oxigenacdo dos animais tratados com
creatina e submetidos a 90 minutos de isquemia, com diminuicdo de CO; e aumento
de O; (figura 4 A-B). Nos animais submetidos a 180 minutos de isquemia foi observado
apenas o aumento da concentracdo de O; (figura 4 B). Ndo houve diferenca entre a

concentracdo de lactato nos diferentes tempos de isquemia (figura 4 C).
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A90 Cro0 A180 Cr180

Figura 4. Gasometria arterial. A, pressdo parcial de didoxido de carbono (pCO3); B,
pressdo parcial de oxigénio (p0O;) e C, concentragdo de lactato. A90, controle/agua + 90
minutos de isquemia; Cr90, creatina + 90 minutos de isquemia; A180, controle/agua +
180 minutos de isquemia; Cr180, creatina + 180 minutos de isquemia. Dados expressos
em média e desvio padrao.
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Houve diferenga entre os grupos creatina comparados aos seus respectivos

grupos controle para o numero total de leucdcitos, neutrofilos, mondcitos e linfdcitos

contados nos esfregagos sanguineos, exceto no numero de linfécitos no tempo de 90

minutos (figura 5 A-D).
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Figura 5. Namero total de leucdcitos e contagem diferencial no esfregaco sanguineo

(x10* células/mililitro). A90, controle/agua + 90 minutos de isquemia; Cr90, creatina +

90 minutos de isquemia; A180, controle/dgua + 180 minutos de isquemia; Cr180,
creatina + 180 minutos de isquemia; A, contagem total de leucécitos no sangue; B,
numero de neutréfilos no esfregaco sanguineo; C, nUmero de mondcitos no esfregaco
sanguineo; D, numero de linfdocitos no esfregaco sanguineo. Dados expressos em

média e desvio padrao.

No LBA, houve diminuicdo no numero total de leucdcitos, neutrdfilos e

macrofagos nos grupos creatina comparados aos respectivos controles (figura 6 A-C).

Entretanto, ndo houve diferenca no nimero de linfécitos (figura 6 D).
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Figura 6. Numero total de leucdcitos e contagem diferencial do lavado
broncoalveolar (x10* células/mililitro). A90, controle/dgua + 90 minutos de isquemia;
Cr90, creatina + 90 minutos de isquemia; A180, controle/agua + 180 minutos de
isquemia; Cr180, creatina + 180 minutos de isquemia; A, contagem total de leucdcitos
no LBA; B, numero de neutroéfilos no LBA; C, nimero de mondcitos no LBA; D, nimero
de linfdcitos no LBA. Dados expressos em média e desvio padrdo.

O numero de células mononucleares e polimorfonucleares no tecido pulmonar
foi menor nos animais tratados com creatina nos dois tempos de isquemia

comparados aos controles (figura 7 A-B). Foi observada a mesma diminuicdo para a

avaliacdo do indice de edema vascular (figura 8).
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Figura 7. Namero de células mononucleares e polimorfonucleares no parénquima
pulmonar (x10* células/micrdmetro quadrado). A90, controle/dgua + 90 minutos de
isquemia; Cr90, creatina + 90 minutos de isquemia; A180, controle/agua + 180 minutos
de isquemia; Cr180, creatina + 180 minutos de isquemia; A, células mononucleares; B,
células polimorfonucleares. Dados expressos em mediana e 25-75%.

Francine Maria de Almeida — Tese de doutorado



36

2,57

2,0 p= 0,001 p= 0,001

1,5 A

1,0 1

indice de Edema
—
—

0,5 1

0,0 T T T T
A90 Cro0 A180 Cr180

Figura 8. indice de edema vascular. A90, controle/dgua + 90 minutos de isquemia;
Cr90, creatina + 90 minutos de isquemia; A180, controle/agua + 180 minutos de
isquemia; Cr180, creatina + 180 minutos de isquemia. Dados expressos em média e
desvio padrao.

Houve diminuicdo da proliferacdo celular, da apoptose e dos receptores de toll
like 4 nos animais tratados com creatina, independentemente do tempo de isquemia,
comparados aos respectivos controles (figura 9 A-C). Entretanto, ndo houve alteragdo

no numero de células imunopositivas para os receptores de toll like 7 em ambos os

tempos de isquemia (figura 9 D).
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Figura 9. Coloracdo de células por imunohistoquimica no parénquima pulmonar (x10°
células/micrémetro quadrado). A90, controle/agua + 90 minutos de isquemia; Cr90,
creatina + 90 minutos de isquemia; A180, controle/agua + 180 minutos de isquemia;
Cr180, creatina + 180 minutos de isquemia. A, células imuno-positivas para antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA); B, células imuno-positivas para Caspase-3; C,
células imuno-positivas para receptores toll like 4 (TLR4); D, células imuno-positivas
para receptores toll like 7 (TLR7). Dados expressos em média e desvio padrao.

Os niveis da interleucina IL1 beta no LBA foram maiores nos animais tratados
com creatina comparados aos seus receptivos controles. Entretanto, houve a
diminuicdo dos niveis de IL6, outra interleucina pro-inflamatéria. Nao houve diferenca
entre os grupos para o nivel de TNF alfa. Os niveis da interleucina anti-inflamatéria
IL10 apresentaram-se maiores nos animais tratados com creatina, porém com

significancia estatistica apenas em 180 minutos de isquemia. Estes animais também
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apresentaram a diminuicdo dos niveis da citocina quimiotatica de neutrdéfilos (CINC1)

em ambos os tempos de isquemia (Figura 10 A-E).
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Figura 10. Citocinas pré e anti-inflamatdrias dosadas no LBA por método ELISA
(picrogramas/mililitro). A90, controle/agua + 90 minutos de isquemia; Cr90, creatina +
90 minutos de isquemia; A180, controle/agua + 180 minutos de isquemia; Cr180,
creatina + 180 minutos de isquemia; A, interleucina 1 beta (IL1 beta); B, interleucina 6
(IL6); C, fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa); D, interleucina 10 (IL10); E, citocina
guimiotatica de neutrofilos (CINC1). Dados expressos em mediana e 25-75%.
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O escopo principal deste trabalho foi verificar se a creatina pode ser
considerada um agente atenuador da lesdao de IR visando sua aplicagao clinica numa
etapa posterior. Para isso, usamos um modelo animal de transplante de pulmao
unilateral bastante consagrado na literatura e ja utilizado em outros trabalhos do

nosso grupo (Xavier et al., 2007; Abreu et al. 2014).

No presente estudo, mostramos que a suplementagdo com creatina dos
animais doadores, durante cinco dias antes do transplante, atenuou os efeitos da lesdo
de isquemia e reperfusdo. Os principais achados foram: melhora da fun¢do pulmonar e
da gasometria arterial; diminuicdo da fracdo exalada de éxido nitrico e da inflamacdo
verificada no sangue periférico, no LBA, e no parénquima pulmonar; diminuicdo de
proliferacdo e apoptose de células inflamatdrias; diminuicdo da expressdo de TLR4, IL6

e CINC1; e aumento de IL10.

Embora sejam necessarios outros estudos para estabelecer a causalidade
desses achados, tanto os estudos pré-clinicos como clinicos fornecem evidéncias de
que as alteracOes energéticas e a desregulacdo da via creatina/creatina quinase

(Cr/CK) estdo intimamente ligadas a etiologia de disturbios hipdxicos e inflamatérios.

O sistema Cr/CK define um importante e altamente conservado circuito fosfato,
gue promove suporte para a respiracdo mitocondrial e retorno energético celular por
atenuar os desequilibrios temporais e espaciais na oferta e demanda de ATP (Ellington,
1989; Kitzenberg et al., 2016). Todas as isoenzimas catalisam a transferéncia reversivel
da gama-fosfato do ATP para o grupo guanidino da creatina para gerar fosfocreatina e

ADP, mediando assim um armazenamento eficiente no citosol de fosfatos de alta
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energia para o reabastecimento rdpido e focal de ATP (Wallimann et al., 1992;

Walliman et al., 2011; Kitzenberg et al., 2016).

De fato, estudos clinicos apontam as propriedades neuroprotetoras da creatina
e os efeitos benéficos da fosfocreatina na atenuacdo do estresse cardiovascular
(Kitzenberg et al., 2016). Sendo assim, acreditamos que o uso da creatina na dieta seja
um candidato promissor no tratamento profildtico independente ou como
complemento de terapias convencionais para doencas isquémicas, ou ainda para
procedimentos cirurgicos que necessitem que algum 6rgdo seja submetido a uma

isqguemia temporaria, como é o caso dos transplantes.

O numero anual de transplantes de pulmao continua crescendo e os principais
esforcos de pesquisa sdo direcionados para: (i) preservar melhor os pulmdes dos
doadores, (ii) expandir o niumero de doadores de pulmdo, (iii) recondicionar os
pulmdes dos doadores marginais através da perfusdo pulmonar ex vivo, e (iv)
desenvolver técnicas e ou substancias para prevenir ou tratar lesdes por IR. Assim, a
compreensao dos mecanismos celulares e moleculares da lesdao IR pulmonar é
fundamental para a traducdo desses esforcos de pesquisa em aplicagdo clinica

(Laubach & Sharma, 2016).

A lesdo de IR, que pode ocorrer logo apds o transplante pulmonar, é a principal
causa de disfungdo do enxerto e esta associada com um alto indice de morbidade e
mortalidade dos pacientes receptores nos primeiros dias apds a cirurgia (Dreyer et al.,
2008). Diversas alteracOes estruturais e funcionais estdo entre as possiveis explicacées
para este fato, como, por exemplo, a diminuicdo da integridade da barreira alvéolo-

capilar e o consequente edema intra-alveolar e intersticial (Novick et al., 1991;
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s

Muhlfeld et al.,, 2007; Dreyer et al.,, 2008). Por outro lado, a lesdo de IR é
marcadamente atenuada quando macréfagos alveolares estdo reduzidos, o que
ocorre, em grande parte, devido a reducdo da expressdo das citocinas proé-

inflamatadrias e quimiocinas (Zhao et al., 2006).

Em nossos resultados, observamos nimeros elevados de células inflamatdrias
nos animais controles. Porém, os animais tratados previamente com creatina
apresentaram diminuicdo do numero total de células, de neutrdfilos e de
monacitos/macréfagos avaliados no sangue periférico, no LBA e no tecido pulmonar
apos o transplante unilateral. Este efeito protetor da creatina sobre as células
inflamatdrias ja foi observado previamente por Almeida et al. (2016) em modelo de
oclusdo em bloco do hilo pulmonar esquerdo por 90 minutos, seguido de reperfusdo

por 120 minutos.

Considerando ainda os eventos que ocorrem durante o periodo de isquemia e
gue podem alterar a estrutura e, consequentemente, o funcionamento do tecido
pulmonar, sabe-se que as células do parénquima pulmonar liberam substancias
quimiotaticas (den Hengst et al., 2010), resultando na adesdo macica de células
inflamatdrias, tais como, macrdofagos, neutrofilos e células T, que estdo conectadas a
arteriolas, vénulas e capilares alveolares (Kuhnle et al., 1998; den Hengst et al., 2010).
O edema de tecido induzido por isquemia, com inchago subsequente de células
endoteliais, produz novo estreitamento dos capilares (Kloner et al., 1974), que pode

resultar na acumulacdo de hemacias nestes capilares.

O papel da acumulacdo de hemacias na IR pulmonar ndo estd totalmente

compreendido (den Hengst et al., 2010). Na fase inicial de reperfusdo, estas mudancas
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nos pequenos vasos sanguineos podem contribuir para o inchago celular e
subsequente fen6meno de ndo refluxo (Hearse et al., 1993). Wolf et at. (2009)
estudaram um modelo de anoxia/reoxigena¢do em pulmdo em normotermia e
mostraram aumento significativo na acumulacao de glébulos vermelhos no pulmao.
Esse estudo também mostrou um aumento no acumulo de hemacias no pulmado nao
isquémico colateral depois de 30 minutos de reperfusdo, sugerindo um papel para
sinalizacdo quimiotatica a partir do pulmdo isquémico reperfundido para o pulmdo ndo

isquémico (Eppinger et al., 1997).

Todo esse processo de congestdo vascular pode resultar em edema agudo e
comprometimento da funcdo de troca gasosa no nivel da membrana alvéolo-capilar.
No presente estudo, verificamos que houve alteracdo nos niveis de oxigénio e gas
carbonico nas amostras colhidas dos animais apds a reperfusdo do enxerto por 2

horas, com melhora destes parametros nos animais tratados com creatina.

Um estudo ja relatou que, apds a reperfusdo, a resisténcia vascular pulmonar
também pode ser aumentada em até trés vezes em relagao aos niveis normais. E que
este aumento é devido, principalmente, a vasoconstrigdo do sistema pré-capilar

pulmonar depois da IR de pulmao (Lockinger et al., 2001).

Além disso, o aumento da resisténcia vascular pulmonar em conjunto com o
aumento da permeabilidade vascular (Allison et al., 1990) resulta em edema pulmonar
tanto no periodo de isquemia (Bhabra et al., 1997) quanto no de reperfusdo do
enxerto (Jurmann et al., 1990). Em consequéncia, o aumento no conteldo total e
extravascular de dgua no pulmdo provoca uma md troca gasosa e uma piora na

mecanica pulmonar, o que leva a uma menor pressdao parcial de oxigénio (pOz)
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(Jurmann et al., 1990), aumento da pressdo de pico das vias aéreas, e um elevado

gradiente de oxigénio alveolar-arterial (Qayumi et al., 1990; den Hengst et al., 2010).

Nossos resultados revelaram que, apds o transplante unilateral, foi possivel
observar a atenuacdo do edema vascular nos animais tratados com creatina em
relacdo aos que foram tratados somente com agua. Em modelo de IR com oclusdo das
estruturas hilares em bloco (brénquio, artéria e veia), a creatina também foi capaz de
diminuir estes efeitos deletérios na mecanica pulmonar e na formagdo de edema.
Observou-se que ap6s 90 minutos de isquemia e 120 minutos de reperfusdo houve
uma melhora da resisténcia e da elastancia do tecido pulmonar nos animais

suplementados com creatina (Almeida et al., 2016).

No entanto, no presente estudo, estes efeitos benéficos da creatina na
mecanica pulmonar foram observados parcialmente. Os pulm&es tratados com
creatina apresentaram-se preservados na reperfusdo imediata, porém apds a
reperfusdo por 2 horas somente a elastancia de tecido apresentou-se diminuida em
ambos os grupos creatina (90 e 180 minutos) e a resisténcia de tecido apds 180

minutos.

Julgamos que a auséncia de diferenga dos demais parametros na mecanica
pulmonar, como observados no trabalho anterior, deve-se ao fato do modelo de
transplante pulmonar unilateral ser muito mais complexo. Por exemplo, este modelo
implica em diversas interagdes fisioldgicas entre o enxerto e o novo organismo. Além
disso, o enxerto permaneceu em isquemia fria por 90 ou 180 minutos, o que ndo é

isento de danos para as células e tecidos. De fato, Fernandes (2015) relatou que a
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isquemia fria pode desencadear uma sucessdo de eventos que propiciam a ativacdo de

mediadores inflamatdrios, edema celular e inducdo a morte celular.

Segundo Lockinger et al. (2001), apds isquemia fria no transplante pulmonar, a
apoptose é apenas observada durante a reperfusdo e é influenciada pela duragao da
isquemia fria. Um tempo moderado de isquemia fria de 6 a 12 h antes da reperfusao
resulta em mais apoptose no tecido pulmonar do que a necrose. Enquanto que, um
tempo de isquemia fria mais longo (24 h antes da reperfusao) resulta na morte celular

dominada por necrose (Fisher et al., 2000; den Hengst et al., 2010).

Em nosso estudo, onde os animais permaneceram em isquemia por 90 ou 180
minutos, foi observado, em ambos os tempos nos animais controles, o aumento da
apoptose e da proliferacao celular, indicando que o dano ocorre mesmo em tempos
menores. Por outro lado, os animais tratados com creatina apresentaram a atenuagao

destes danos celulares resultantes da IR.

A lesdo de IR é marcadamente atenuada quando macréfagos alveolares estao
reduzidos, o que ocorre, em grande parte, devido a reducao da expressdo das citocinas
pro-inflamatdrias e quimiocinas. Relatos apontam para o papel fundamental dos
macrofagos alveolares como orquestradores de respostas imunes inatas dentro do
pulmdo. (Naidu et al., 2003; Zhao et al., 2006). J& a produgdo de TNF-alfa por
macrofagos alveolares aumenta a secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias e

quimiocinas pelas células epiteliais alveolares (Sharma et al., 2007).

A expressdo de TNF-alfa e IL1 é regulada positivamente na reperfusdo,
conforme o aumento dos niveis de expressdao de RNAm. Esses niveis de citocinas estdo

correlacionados com o grau de sequestro precoce de neutréfilos pulmonares, edema

Francine Maria de Almeida — Tese de doutorado



46

pulmonar e permeabilidade vascular, sugerindo que essas citocinas sdo importantes

moduladores da lesdo de IR precoce (Palace et al., 1993; Chang et al., 1997).

A fase inicial da lesdo de IR é independente de neutréfilos e caracterizada por
uma predominancia TNF-alfa e IL1-beta, enquanto que a fase tardia é dependente do
recrutamento e ativagdo de neutrofilos e é caracterizada por aumento da
permeabilidade vascular e por meio de quimiocinas e citocinas heterogéneas (Merry et

al., 2015).

Em nosso estudo houve aumento da IL1 beta e ndo houve alteracdo de TNF-alfa
nos animais tratados com creatina. Se relacionarmos estes dados com a inflamacgdo do
tecido pulmonar e LBA, podemos observar que em nosso modelo houve inflamagao
mediada pelo aumento de células mononucleares/macréfagos, o que ndo explica o
aumento da producdo de IL1-beta nos grupos creatina. A via de producdo das
interleucinas pro-inflamatdrias precisa ser melhor investigada em modelo de LTx em

ratos.

A IL6 é produzida por inumeras células, incluindo células bronquicas e células
do epitélio pulmonar, enquanto que a IL10 é liberada principalmente pelas células T-
helper do tipo 2. O nivel elevado destes dois marcadores significa um estado

inflamatdrio aumentado e pode ter um potencial progndstico (Hamilton, et all. 2017).

Strieter et al. (2002) verificaram que a expressdao do gene da IL10 aumenta
quando as citocinas pro-inflamatdérias sdao regulamentadas nas respostas inflamatdrias
agudas. Em nosso modelo, observamos a diminuicdo da producdo da IL-6 e aumento
da producdo da IL-10 (em 180 minutos) nos grupos tratados com creatina, sugerindo o

equilibrio da regulacdo de interleucinas na protecao celular.
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Allen & Lee (2012) estudaram o nivel de citocinas pré e anti-inflamatdrias no
pré-operatério, supondo que poderiam estar associadas ao risco do desenvolvimento
da DPE. Apds a avaliagdo de 28 pacientes transplantados, verificaram que o
desenvolvimento da DPE de grau 2 ou 3 estava associado a niveis mais elevados de IL6,
IL8, IL10 e MCP1 na pré-reperfusdo. Esses dados reforcam a atencdo que deve ser dada
aos niveis de interleucinas antes mesmo do transplante pulmonar, para uma melhor

avaliacdo e prevencdo no desenvolvimento de comorbidades no pds-operatodrio.

Existem dois sistemas imunolégicos complementares nos vertebrados que
reconhecem e eliminam agentes patoldgicos: sistema imunoldgico inato e sistema
imunoldgico adaptativo. O sistema imunoldgico inato, ao encontrar agentes
patogénicos, provoca resposta aguda, que é acompanhada por vasodilatacdo
sistémica, extravazamento vascular e migracdo de leucécitos (Clarck & Kupper, 2005;

Mitall et al., 2014).

Dentro de um pequeno periodo de ativagao do sistema imune inato, a resposta
inflamatdria aguda é iniciada por células imunes que permitem a secrecao de varias
citosinas e quimiocinas, que recrutam células imunes para o local da infec¢dao. Os
neutrdfilos sdo os primeiros a aderir as células endoteliais e comecam a migrar através
da parede vascular no local da infeccdo para absorver os patdgenos invasores e
também secretar mediadores vasoativos e pré-inflamatérios (Kolaczkowska & Kubes,

2013; Mitall et al., 2014).

O sistema imune inato reconhece uma grande variedade de patdégenos como
virus, bactérias e fungos por receptores de reconhecimento padrdo. Estes receptores

podem estar ligados a membrana, como os receptores toll-like ou os receptores de
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lectina do tipo C, bem como os receptores citoplasmaticos, semelhantes aos
receptores nod-like. Os receptores de reconhecimento padrdo sdo expressos por uma
variedade de células imune: macrdéfagos, mondcitos, células dendriticas e neutréfilos.
Eles reconhecem precocemente os agentes patoldgicos (Takeuchi & Akira, 2010; Mitall

et al., 2014).

Estimulos inflamatdrios, como lesGes térmicas (Patterson et al., 2003) e lesdes
por IR (Wolfs et al., 2002), foram associados ao aumento da expressdo e ativacdo de
TLRs (Andrade et al., 2006). No nosso estudo, houve diminuicdo da expressdo das
células imunocoradas para TLR4 nos grupos creatina e tendéncia de aumento da
expressao de TLR7 no grupo creatina 90 minutos. Assim como no trabalho anterior,
(Almeida et al., 2016) a creatina foi capaz de modular a resposta do sistema imune

inato.

Em estudo de IR de miocardio, Oyama et al. (2004) observaram que
camundongos deficientes de TLR4 apresentaram redugdo significativa das areas de
infarto do miocdardio, de infiltrado de neutrdfilos, de peroxidacao lipidica e de

deposicdo de complemento nos tecidos cardiacos.

Entretanto, o papel exato dos TLRs nos transplantes de 6rgaos ndo esta
completamente esclarecido. Os TLRs tém sido investigados em relacdo a alguns dos
principais aspectos dos transplantes de drgao: lesao de IR; rejeicdo aguda e cronica; e

infec¢do apds o Tx (Andrade et al., 2005).

Andrade et al. (2006) examinaram os niveis de expressdo de RNAm de TLR no
tecido pulmonar coletado durante IR no transplante de pulmdo humano e descobriram

gue os niveis de RNAm da maioria dos TLRs correlacionam-se com os niveis de RNAm
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das citocinas (IL1-beta, IL6, IL8, IL10, e IFN-gama) nos pulmdes dos doadores durante o
armazenamento hipotérmico. Essas observagdes sugerem que as respostas
inflamatdrias no 6rgdao doador podem afetar a expressao e a atividade dos genes TLR;
alternativamente, os niveis de expressao e ativagdo de TLRs podem contribuir para a
regulacdo da expressdao génica das citocinas. Além disso, foi encontrada uma estreita
correlacdo entre TL4 e IL8 antes e apds a reperfusdo, sugerindo que esta citocina pode
estar envolvida na regulacdo da expressio do gene TLR4 na configuracdo do

transplante pulmonar.

Outro parametro indicativo de processo inflamatorio € o nivel de NO, que pode

ser facilmente medido no ar exalado.

O oxido nitrico enddégeno é um vasodilatador que age no revestimento
endotelial de vasos sanguineos e é produzido a partir da L-arginina e oxigénio pela NO
sintase. Em condi¢Ges normais, o NO é predominantemente produzido pela sintese
endotelial (eNOS) (Marczin, 2005). Uma isoforma alternativa, sintese indutivel (iNOS),
é estimulada por citocinas e endotoxinas bacterianas e podem produzir uma
quantidade excessiva de NO durante a inflamagdo e estresse (Marczin, 2005;

Yamashita et al., 2004; Pasero et al., 2010).

O NO também é um mediador biolégico chave produzido por varios tipos de
células, incluindo o endotélio vascular, é um inibidor da agregacao plaquetaria e
adesdo de neutrofilos e modula a permeabilidade vascular. Além disso, NO atua como

broncodilatador e neurotransmissor (Matsuzaki et al., 1993).

Estudos anteriores mostraram que o NOex pode ser usado como um marcador

indireto de inflamacdo pulmonar e esta correlacionado com a gravidade e resposta aos
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tratamentos (Chatkin et al., 2000). Além disso, o NO é um gas radical livre altamente
reativo que reage com uma grande variedade de biomoléculas para produzir ERNs

(Fink, 2002).

Almeida et al. (2016) mostraram que a creatina é capaz de amenizar os danos
oxidativos causados pela IR pulmonar pela diminui¢ao dos niveis de NOex. Neste
trabalho com a aplicagdao de uso da creatina em modelo de IR em Tx, também

observamos a diminuicdo dos danos oxidativos nos diferentes tempos de isquemia.

A producdo de EROs é fundamental para a progressdo de muitas doencas
inflamatdrias. As EROs sdao produzidas por células que estdo envolvidas na resposta de
defesa do hospedeiro, como os neutrdfilos polimorfonucleares e promovem a
disfuncdo endotelial por oxidacdo de proteinas de sinalizacdo celulares cruciais, como
as tirosina-fosfatases. As EROs atuam como moléculas de sinalizacdo e mediadoras da
inflamacdo (Beckman, 1996). Apesar da compreensao do papel dos oxidantes na
progressdo inflamatdria, os tratamentos que utilizam uma variedade de abordagens
antioxidantes ainda ndo foram bem sucedidos. A falha de alguns ensaios clinicos com
antioxidantes indica uma lacuna em nosso entendimento geral se o estresse oxidativo
é salutar ou prejudicial na inflamacdo (Katsiki & Manes, 2009; Mitall et al., 2014). Sao
necessarios mais estudos que utilizem estes agentes antioxidantes e diversos modelos
experimentais a fim de afirmar sua eficdcia, seja em modelos simples de inflamagao ou

em modelos mais complexos como de IR em Tx.
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A suplementagao da creatina em ratos submetidos a transplante pulmonar
unilateral atenuou os efeitos deletérios causados pela lesdo de isquemia e reperfusao,
confirmados pela diminuicdo da inflamacdo e pela conservacdo da estrutura e do

funcionamento do tecido pulmonar.
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