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RESUMO

No presente estudo, procurou-se investigar a aplicag@o terapéutica potencial
de AdhIL-10 em um modelo de transplante em grandes animais, buscando-se avaliar a
quantidade necessaria de hIL-10 transferida aos pulmdes para se ter uma resposta
eficiente mensuravel e clinicamente relevante.

Mostrou-se, inicialmente, que a transfeccdo de 4x10' pfisml de
AdSE1RSVhIL-10 em pulmdo esquerdo logrou alcangar tal objetivo(p<0.007). Numa
segunda etapa, 2 estudos foram desenvolvidos. Estudo A - 15 animais foram alocados
aleatoriamente em 3 grupos: 1- diluente (CONTROLE, n=5), 2- vetor vazio (VV, n=5),
e 3- AdSEIRSVhIL-10 (AdhIL-10, n=5). A AdhIL-10 (4x10"° pfi/ml) foi administrada
ao doador por via endobronquica, usando-se um broncoscopio flexivel, e os animais
foram ventilados por 12h antes da retirada dos pulmdes. Os pulmdes foram entdo
armazenados por 18h antes de serem transplantados, e os parametros fisioldgicos foram
seguidos por 2h depois da reperfusdo. Estudo B - também foram alocados
randomicamente 7 animais em 2 grupos: diluente (CONTROLE, n=3), e
AdSE1RSVhIL-10 (AdhIL-10, n=4). A administragcdo foi realizada do mesmo modo
descrito previamente, os animais foram mantidos acordados e com ventilacdo
espontanea durante 24 horas antes da retirada do 6rgdo. Os pulmdes foram a seguir
armazenados durante 24 horas entdo serem transplantados, e avaliados por 2h apds a
reperfusdo. Todas a citocinas foram medidas por ELISA no tecido pulmonar
transplantado ao término do tempo de isquemia fria, do tempo de isquemia morna, e
depois de 1h e 2h de reperfusdo. Os animais doadores toleraram a entrega de gene IL-10
humano via endobronquica sem incidentes, permanecendo hemodinamicamene estaveis
ao longo do periodo de observacdo. PaO, e PaCO, dos doadores niao foram
significativamente diferentes entre grupos na hora de retirada do 6rgao. Depois de 2h de
reperfusdo, entretanto, o pulmio transplantado mostrou oxigenagdo arterial sistémica
melhorada em ambos os estudos: 51171 mmHg em AdhIL-10 versus 256+182 e
423+173 mmHg em VV e CONTROLE, respectivamente (p <0.05 AdhIL-10 versus
controle). Além disso, o pico de pressdo nas vias aéreas mostrou-se mais baixo (25+0.8
cmH,O em AdhIL-10 contra 30.4+1.6 ¢ 37.3+3.1 cmH,O em VV ¢ CONTROLE,
respectivamente), € a relacdo de peso imido-seco foi melhorada no grupo AdhIL-10
(6.1£0.6 mg contra 7.5+0.8 e 6.3+0.8 mg em VV e CONTROLE, respectivamente). A
expressao de IL-10 humana (hIL-10) foi 35.2+13.4 e 100.1£7.7 pg/mg de proteina 12h e
24h apds a transfecgdo, respectivamente. A expressao génica de hIL-10 no tecido
pulmonar transplantado depois de 2 horas de reperfusdo foi 12.4+13.8 pg/mg de
proteina no grupo AdhIL-10 (versus 0 e 0 pg/mg de proteina no grupos VV e
CONTROLE; p <0.05). No estudo B ocorreram os mesmos achados, considerando-se
Pa0;: O grupo AdhIL-10 manteve uma oxigenagao sangiiinea (396166 mmHg) contra
uma baixa oxigenag¢ao arterial no grupo de controle (104+38 mmHg); p <0.05). A razao
de peso umido-seco (6.1£0.4 contra 10.1£0.8 mg) ¢ o pico de pressdo nas vias aéreas
(24.5+4.9 contra 32.1+8.4 cmH,0) mostraram-se ambos significativamente mais baixos
no grupo AdhIL-10 (p<0.05). A IL-8 porcina permaneceu estavel nos grupos VV
(92.41+37.1 e 102.8£130.5 pg/mg de proteina antes e depois de 2h da reperfusdo,
respectivamente) ¢ CONTROLE (106.6£37.5 e 95.6+49.9 pg/mg de proteina antes e
depois de 2h da reperfusdo, respectivamente); porém, tendeu a diminuir no grupo
AdhIL-10 depois da reperfusdo (94.9+28.7 e 79.5£38.9 pg/mg de proteina antes e
depois de 2h da reperfusdo, respectivamente). A IL-6 porcina demontrou uma tendéncia
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a redugdo no estudo A, porém sem significado estatistico VV (0.17+0.2 e 129.5+41.4
pg/mg de proteina antes e depois de 2h da reperfusdo, respectivamente) e CONTROLE
(zero e 75.6+49.1 pg/mg de proteina antes e depois de 2h da reperfusdo,
respectivamente); porém, tendeu a diminuir no grupo AdhIL-10 depois da reperfusdo
(zero e 60.4+£51 pg/mg de proteina antes e depois de 2h da reperfusao,
respectivamente). No estudo B, a sIL-8 demonstrou uma redugdo estatisticamente
significativa apos 2 horas de reperfusao no tecido pulmonar (p<0.02). 171.7£92 pg/mg
de proteina no grupo CONTROLE e 56.2+23.5 pg/mg de proteina no grupo AdhIL-
10.Da mesma forma, demonstrou-se uma reducao dos niveis de sIL-6 no estudo B 2
horas apds a reperfusdo pulmonar, tanto no tecido pulmonar (p<0.03), quanto no plasma
do receptor( p<0.002).
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ABSTRACT

In the present study, it was tried to investigate the potential therapeutic
application of AdhIL-10 in a transplant model in large animals, in order to evaluate the
necessary amount of hIL-10 transferred to the lungs to have a measurable and clinically
relevant gene transfection.

We proved that 4x10'° pfi/ml of AdSEIRSVhIL-10 into left lung reached
this goal (p<0.001).Secondly, we runned 2 studies: study A -15 animals were randomly
allocated into 3 groups: 1: diluent (CONTROL, n=5), 2: empty vector (EV, n=5), and 3:
AdSEIRSVhIL-10 (AdhIL-10, n=5). AdhIL-10 (4x10'" pfu/ml) was administered
endobronchially via fiberoptic bronchoscope to the donor and animals were ventilated
for 12h prior to lung retrieval. The lungs were then stored for 18h prior to
transplantation, and followed by 2h of reperfusion. Study B — 7 animals were also
randomly allocated into 2 groups: diluent (CONTROL, n=3), and AdSE1RSVhIL-10
(AdhIL-10, n=4). The administration was done as the same way described previously,
but tha animals were kept awake for 24 hours prior to lung retrieval. The lungs were
stored for 24 hours prior to transplatation and followed 2h of reperfusion All cytokines
were measured by ELISA in transplanted lung tissue at the end of the warm ischemic
time, and after 1h and 2h of reperfusion. Donor animals tolerated the endobronchial
gene delivery without incident and remained hemodynamically stable throughout the
observation period. Donor PaO, and PaCO, were not significantly different between
groups at the time of retrieval. After 2h of reperfusion, the transplanted lung showed
improved oxygenation in both studies (511+71 mmHg in AdhIL-10 group vs. 256+182
and 4234173 mmHg in EV and CONTROL respectively p<0.05 AdhIL-10 versus
control). In addition, the peak airway pressure was lower (25+0.8 cmH,0 in AdhIL-10
versus 30.4+1.6 and 37.3+3.1 cmH;0 in EV and CONTROL, respectively), and the
wet-to-dry weight ratio was improved in the AdhIL-10 group (6.1£0.6 mg versus
7.5£0.8 and 6.3+0.4 in EV and CONTROL, respectively). Human IL-10 (hIL-10)
expression was 35.2+13.4 and 100.1+£7.7 pg/mg protein after 12h and 24h of
transfection, respectively. hIL-10 gene expression in transplanted lung tissue after 2
hours of reperfusion was 12.4+13.8 pg/mg protein in the AdhIL-10 group (vs. 0 and 0
pg/mg in EV and CONTROL groups p<0.05).In study B occurred the same findings
regarding PaO2: ;the AdhIL-10 group showed a maintaned blood oxygenation (396166
mmHg) versus a poored oxygenated arterial blood in CONTROL group (104+38,
p<0.05). The wet and dry ratio (6.1£0.4 versus 10.1+0.8) and Peak Airway Pressure
(24.5+4.9 versus 32.1£8.4) were lower in AdhIL-10 group (p<0.05).Swine IL-8
remained stable in EV (92.414+37.1 and 102.9+130.5 before and after 2h reperfusion,
respectively) and CONTROL (106.6£37.5 and 95.6+49.9 before and after 2h
reperfusion, respectively), whereas it tended to decrease in AdhIL-10 group after
reperfusion (94.9+28.7 and 79.5+38.9 before and after 2h reperfusion, respectively).
Porcine IL-6 had showed a tendency for reduction in the study A, even so without
statistical meaning EV (0.17£0.2 and 129.5+41.4 pg/mg of protein before and after 2
hours of reperfusion, respectively) and CONTROL (zero and 75.6+49.1 pg/mg of
protein before and after 2 hours of reperfusion, respectively). However, it tended to
decrease in the AdhIL-10 group after the reperfusion (zero and 60.4+51 protein pg/mg
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before and after 2 hours of reperfusion, respectively). In the study B, sIL-8
demonstrated a statistically significant reduction after 2 hours of reperfusion in the lung
tissue (p <0.02). 171.7£92 pg/mg of protein in the CONTROL group and 56.2+23.5
pg/mg of protein in the AdhIL-10 group.The same findings, a reduction of the levels of
sIL-6 was demonstrated in the study B 2 hours after the lung reperfusion, as much in the
lung tissue (p <0.03), as in the plasma of the receptor (p <0.002).



INTRODUCAO

Nota Historica

A historia do transplante pulmonar inicia em 1950, com Demikhov, um
fisiologista russo que realizou um transplante lobar experimental, e com Metras, na
Franca, que publicou o primeiro alotransplante de pulmao esquerdo bem-sucedido em
cdes. A técnica originalmente descrita por Metras ¢ essencialmente a mesma em
corrente uso. Em particular, a anastomose venosa ¢ feita usando um cuff atrial, a fim de
obter uma maior superficie de tecido e com a vantagem de limitar em somente uma

anastomose nas veias pulmonares.

O primeiro transplante pulmonar em humanos foi realizado pelo Dr. James
D. Hardy - University of Mississippi Medical Center - em 1963. O paciente era um
prisioneiro de 58 anos com um avangado carcinoma bronquico invadindo o mediastino.
Esse paciente faleceu 18 dias apods o transplante devido a faléncia renal e uremia. Em
1964, Meshalkin e colaboradores realizaram um bem-sucedido reimplante de pulmao no
intuito de curar uma asma bronquica intratavel. Embora a patologia primaria ndo tenha
sido resolvida, essa cirurgia demonstrou que o autotransplante em humanos poderia ser

feito com éxito.

Entre 1963 e 1983, cerca de 40 aloenxertos pulmonares clinicos foram
tentados, mas somente um receptor logrou alta hospitalar, indo contudo ao 6bito 8

meses depois do transplante, devido a uma sepse de curta duragdo. O primeiro



transplante de pulmao clinicamente bem-sucedido foi finalmente realizado em 1983,em
Toronto (Canada), pelo Toronto Lung Transplant Group. O mesmo grupo também
realizou o primeiro transplante bilateral de pulmao do mundo, 3 anos depois, em uma
paciente de 42 anos com enfisema pulmonar terminal. Esta paciente acabou falecendo

15 anos mais tarde de uma hemorragia cerebral, com pulmoes funcionantes.

Desde 1983, o transplante pulmonar tem evoluido a ponto de se tornar o
tratamento de escolha para doencas pulmonares terminais. Até a presente data, cerca de
10.000 transplantes de pulmoes ja foram realizados em todo o mundo, ¢ mais de 1.000
transplantes sdo efetuados anualmente (Hosenpud et al., 1998; Hosenpud et al., 1999;
Hosenpud ef al., 2000). Aprimoramentos em técnicas para preservacao pulmonar
aumentaram significativamente a disponibilidade de 6érgios. No entanto, mesmo quando
ha sucesso do transplante do pulmio, aproximadamente 20% dos pacientes
desenvolvem severa injuria de reperfusdo e necessitardo de suporte por longo tempo
com ventilagdo mecanica com pressao positiva, terapia farmacoldgica e ocasionalmente
oxigenagdo extracorpdrea por membrana. Além da alta mortalidade no periodo pos-
operatério imediato, a injuria severa de reperfusdo pode estar associada ao risco de
rejeicdo aguda, a qual pode levar a disfungdo do enxerto em longo prazo (Patterson &

Cooper, 1995; Trulock et al., 1997).

A tltima década tem sido marcada pelo melhor entendimento dos
mecanismos de lesdo de reperfusdo, que se traduz em melhores técnicas de preservacao.
Uma solugdo de preservagdo especifica para os pulmoes — baixo-potassio e dextran —
foi desenvolvida e introduzida com éxito na pratica clinica (Keshavjee et al., 1992).

Esses avancos levaram a uma significativa melhora nos resultados. No entanto, a injaria



de isquemia-reperfusdo (IIR) ainda permanece como uma temivel complicagdo. No
futuro, refinamentos técnicos e o melhor entendimento desse intricado processo de lesao
celular levardo a melhores estratégias terapéuticas e aperfeicoamentos nos transplantes

de 6rgaos em seres humanos.

Tabela 1- Marcos historicos no desenvolvimento do transplante pulmonar

Tabela 1. Marcos Histéricos no Transplante Pulmonar.

1950 Primeiro transplante pulmonar com éxito em caes

1963 Primeiro alotransplante pulmonar em humanos

1964 Autotransplante pulmonar em humanos

1983 Primeiro alotransplante de pulmao bem-sucedido com longa sobrevida
1986 Primeiro transplante bilateral seqiiencial de pulmdo em humanos

No Brasil, o grupo de transplantes do Pavilhdo Pereira Filho da Irmandade
Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre-Rio Grande do Sul foi o pioneiro no
transplante de pulmao (Camargo, 1987). O receptor foi um homem branco, de 27 anos
de idade, portador de pneumopatia mista com fibrose e bronquiolite obliterante. Até o
presente momento, cerca de 100 transplantes de pulmdo foram realizados nessa
institui¢do. Em 2000, 24 transplantes pulmonares cadavéricos foram realizados no
Brasil. Nesse ano havia 8 centros autorizados a realizacdo dessa cirurgia (Medina-

Pestana et al., 2002).




Consideracoes Iniciais

Embora consideravel progresso tenha ocorrido desde 1983 com o primeiro
transplante de pulmdo humano bem-sucedido, com longo periodo de sobrevivéncia do
receptor (Toronto Lung Transplant Group, 1986, Toronto Lung Transplant Group,
1988), a disfuncdo do enxerto cronica continua sendo um dos principais problemas
encontrados, traduzindo-se em uma taxa total de sobrevivéncia de somente 50% em 5
anos (Hosenpud et al., 2000). Varias estratégias tém sido tentadas para limitar as lesdes
no pulmao transplantado ( Eppinger et al., 1995; Kirk et al., 1993; Novick et al., 1992).

No entanto, os sucessos no uso dessas abordagens se mostram variados.

Como com outras formas de transplante de 6rgdos, ha, no que diz respeito ao
pulmdo, ainda uma significativa escassez de doadores de oOrgdos disponiveis.
Aproximadamente 22% dos pacientes morrem durante o primeiro ano apos serem
listados enquanto esperam por um 6rgao adequado. Apos dois anos na lista de espera, a
mortalidade ¢ quase dobrada, aproximadamente 42% (Geertsmaa et al, 1998).
Adicionalmente, o transplante de pulmao humano ¢ limitado pelo fato de que so
aproximadamente 10 a 20% dos potenciais doadores permanecem com Orgaos
adequados para a enxertia, devido a fatores como trauma, edema pulmonar e
aspiracdo.(Egan ef al., 1992; Sundaresan et al., 1995; Pierre et al., 2002). Durante os
ultimos anos, tentando aliviar a escassez de orgdos, tém-se estendido os critérios para
aceitabilidade de doadores de pulmio. Contudo, Pierre e colaboradores demonstraram
que essa atitude pode potencialmente aumentar o risco de lesdo de isquemia-reperfusao

(Pierre et al., 2002).



A injaria de isquemia-repefusdo (IIR) continua sendo um problema central
no transplante de pulmao, podendo resultar em faléncia pulmonar, faléncia maltipla dos
orgados e morte. O entendimento dos intricados mecanismos de IIR, e o desenvolvimento
paralelo de estratégias para preservagdo especifica do pulmdo tém sido motivo de
intensos estudos na ultima década (Cooper et al, 1992; Date et al, 1993; De Campos et
al, 1998a; De Campos et al, 1998b, De Campos et al, 1999; Gammie et al, 1999;
;Giliard et al, 1990; Hasleton & Doran, 1996; Sakamaki et al, 1997), culminando na
aplicagao clinica bem-sucedida desses conceitos e o uso de uma solucdo de preservagao
pulmonar especifica - Low-potassium Dextran Solution (LPDS), ou Solu¢ao de Baixo-
Potassio Dextran (Fischer et al., 2000). A injuria de isquemia-reperfusdo ainda ocorre
em mais de 20% dos ja& escassos pulmdes transplantados. Faz-se necessario o
aprofundamento no conhecimento dos mecanismos da IIR, buscando-se reduzir a
incidéncia dessa importante causa de insucesso nos enxertos, otimizando-se, assim, a

eficiéncia do transplante.

Rede de citocinas e suas funcoes

Citocinas sdo mensageiros protéicos que atuam de uma maneira autdcrina e
parécrina. Historicamente, as citocinas sdo mencionadas como monocinas ou linfocinas
dependendo basicamente se a fonte de produgdo e sintese fosse mondcitos/macrofagos
ou linfocitos, respectivamente. Estudos subseqlientes demonstraram que a produgdo
dessas substancias ndo estava restrita apenas a linfocitos € monocitos/macrofagos, € o
termo citocina (do grego xvto — cyto = célula; kine = movimento) acabou sendo
escolhido e amplamente empregado. No 6° Congresso Internacional de Imunologia foi
introduzido o termo interleucina, para definir as citocinas sintetizadas por leucdcitos,

com ag¢do primordial nessas células sangiiineas (Dinarello & Mier, 1987; WHO-IUIS,



1992).

Hé atualmente uma clara evidéncia de que as citocinas atuam de uma forma
muito importante, mesmo na homeostasia fisiologica normal, e que um grande niimero
de células relacionadas ao sistema imune pode produzir citocinas. Além disso, citocinas
participam na iniciagdo, perpetuacdo ¢ resolugdo do processo inflamatério como o
observado durante a injuria de isquemia-reperfusdo (Daemen et al., 1999; Wanner et al.,
1996; Frangogiannis et al., 1998; Serrick et al, 1994). A importancia da rede de
citocinas baseia-se no fato de que um numero relativamente pequeno de mediadores
pode iniciar uma resposta inflamatéria intensa e que essa resposta esta sob o controle de
varios passos regulatdrios. Conseqlientemente, essa interacdo pode potencialmente ser
interrompida através da supressdo precoce da resposta citocinica com anticorpos
especificos e/ou através do aumento de citocinas imunoregulatorias, como a
interleucina-10 (IL-10) - uma citocina antiinflamatdria secretada por véarios tipos de
células, que inibe a sintese de outras citocinas pro-inflamatérias e participa ativamente
no processo de cicatrizacdo (Frangogiannis et al, 2000). Em um modelo em ratos,
Fischer e co-autores demonstraram que a administracdo transtraqueal de gene IL-10
humano no pulmao do doador, mediada por vetores adenovirais antes da retirada do
orgdo, melhora a funcdo pulmonar e diminui as citocinas pré-inflamatorias depois da

reperfusdo (Fischer et al., 2001).

Um importante aspecto dessa rede de citocinas ¢ o recrutamento de uma
subpopulagdo especifica de leucocitos para a area de inflamacdo. Até o presente
momento, 40 citocinas quimiotaxicas (quimocinas) foram identificadas. Baseando-se na

cadeia exposta nas duas primeiras cisteinas, as quimocinas sdo identificadas em 4



classes: CXC, CC, C e CX3C, das quais a maioria pertence as classes CC e CXC.
Dentre as quimocinas CXC, a IL-8, um potente fator quimiotaxico neutrofilico, tem
fun¢do central na sindrome de districao respiratoria do adulto (SDRA) (Miller et al,

1996; Donnelly et al., 1993).

Receptores de quimocinas representam alvos potenciais para o0
desenvolvimento de antagonistas de baixo peso molecular e para anticorpos
bloqueadores humanos. Até o momento, mais de 18 receptores de quimocinas foram
identificados e nomeados de acordo com a subfamilia de quimocinas a que pertencem:
CXCRI1 a CXCRS para as quimocinas CXC; CCR1 a CCR9, com as quimocinas CC;
XCRI1 as quimocinas C, Lptn; e CX3CR1 as quimocinas CX3C, fractalquina e
neurotactina. Nenhum antagonista desses receptores foi ainda testado em ensaios
clinicos, todavia, espera-se que isto seja efetuado nos préximos anos, buscando-se

eventuais beneficios praticos de sua utilizagao.

Um consideravel numero de estudos confirmou a importancia das citocinas
na injuria aguda de pulmao (Boehler ef al., Boehler et al., 1999; El Gamel et al., 1999;
Elssner et al., 2000; Jeppson et al., 1998; Minter et al., 2000; Neuringer et al., 2000;
Rizzo et al., 2000; Ross et al., 1999; Waddell et al., 1996; Wam et al., 1997; Xavier et
al., 1999; Yang et al., 1995; Ward et al., 1996). No entanto, poucos estudos analisaram
o perfil das citocinas durante isquemia-reperfusdo pulmonar. Essas andlises
evidenciaram que fator de necrose tumoral-alfa (FNT-a), interferon-gama (IFN-y),
interleucina-1 beta (IL-1P), interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6), e proteina-1
quimio-atraente de mondcitos (PQM-1) s3o rapidamente mobilizados durante a

isquemia e/ou apods a reperfusdo (Serrick et al., 1994; Khimenko et al., 1998; Chang et



al., 1997; Pham et al., 1992; Mal et al., 1998). Estudos em diferentes centros de
pesquisa provaram que a lesao pulmonar pode ser reduzida na fase inicial da reperfusao
através do bloqueio de PQM-1, FNT-a e IFN-y (Serrick et al., 1994; Eppinger et al.,
1997). Recente trabalho cientifico em camundongos tratados com anticorpos
monoclonais mostrou que interleucina-12 (IL-12), interleucina-18 (IL-18) e proteina-2
macrofago inflamatoria (PMI-2, homologa da IL-18 em ratos) poderiam estar
envolvidas na IIR, bem como outras citocinas, i.e. IL-1, IL-4, IL-11, FNT-a, linfocitos
CD4" (Aversa et al., 1993; Cassatella et al., 1993; Colletti et al., 1990; Daemen et al.,
1999; Denham et al., 1998; Jackson et al., 2001; Kluth ef al., 2001; Lentsch et al., 1998;
Lentsch et al., 1999; Rogy et al., 2000; Tipping et al., 2000; Trepicchio et al., 1999;
Zwacka et al., 1997). At¢ o momento, ha trabalhos somente em pequenos animais
analisando a modulagdo das citocinas durante a isquemia e reperfusdo em transplantes

de pulmao.

Estudos em ratos tém identificado muito dos mediadores que estdo
envolvidos na regulacdo da lesdo pulmonar de isquemia-reperfusdo (Eppinger et al.,
1997). Diversos estudos tém sistematicamente mostrado que as citocinas pro-
inflamatorias produzidas por macrdéfagos, células epiteliais e mondcitos sdo
componentes significantes desse processo (Khimenko ef al., 1998). Em transplantes de
pulmdo humano, o grupo de Toronto observou que a interleucina-8 (IL-8) aumenta
significantemente nos pulmodes de doadores que subseqiientemente desenvolveram

intensa disfun¢do de enxerto imediatamente apos a reperfusdo. (de Perrot ef al., 2002).

Interleucina-6 (IL-6) € uma citocina pleiotropica com uma func¢do central na

rede de citocinas que mantém homeostasia. A seqiiéncia de cDNA da IL-6 ¢ composta



por uma seqiiéncia de 212 aminoacidos. A IL-6 de pequenos mamiferos tem
aproximadamente 40% de sua seqiiéncia identificada com a IL-6 humana. A IL-6
humana ¢é ativa em células de rato, mas o IL-6 de roedores ndo demonstra atividades em
células humanas. A IL-6 participa praticamente de todas as reagdes de homeostasia do
corpo humano. Além disso, a interleucina-6 ¢ o maior mediador da fase de reagao
aguda, de respostas imunes, fun¢do da célula nervosa, hematopoiese e remodelagem de
o0sso (Hirano et al., 1998; Hibi et al., 1996; Taga & Kichimoto, 1997; Van Snick et al.,
1990; Barton, 1997). A IL-6 encontra-se muito elevada em pacientes transplantados de
pulmdo com rejeicdo celular aguda refrataria (Iacono et al., 1997), enxertos de pulmao
pobremente preservados (Pham et al, 1992), no desenvolvimento de bronquiolite
obliterante (Scholma et al., 2000) e em hipotensdo sistémica no inicio do periodo pos-
operatério de transplante de pulmao (Mal et al., 1998). Yoshida e colaboradores (1993)
descreveram os beneficios do monitoramento de IL-6 apos o transplante de pulmao
como marcador de disfungdo do enxerto. Niveis séricos altos de IL-6 sdo também
produzidos em infec¢do pulmonar (Baarsch et al., 1995), terapia fotodinamica (Usuda et
al., 2001) e apds intervengao cirurgica (Sakamoto ef al., 1994). Interessantemente, a IL-
6, geralmente considerada uma citocina inflamatdria, tem também importantes fungdes

antiinflamatoérias (Barton, 1997).

Citocinas antiinflamatorias tém sido exploradas como modalidades
terapéuticas para prevenir e/ou melhorar lesdes relacionadas a inflamagao (Armstrong et
al., 1996; Barbar et al., 2000; Benhamou et al., 1996; Bolmann III, 1998; Brauner ef al.,
1997; De Waal Malefyt et al., 1991; De Waal Malefyt et al., 1993; Fabrega et al., 1996;
Finkelman et al., 1993; Fischer et al ., 2001; Isowa et al., 1999; Kingston et al., 2001;

Krakauer, 2002; Lane et al, 1997; Lau et al., 2000; Le Moine et al., 1997; Liu &
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Slutsky, 1997; Liu et al., 2000; Miwa et al., 1998; Morrison & Murtaugh, 2001;
Muruve et al.,1999; Pierre et al., 1998 b; Poston et al., 1998; Qin et al., 1997, Tashiro et
al., 2000; Wam et al., 1997; Yoshidome et al., 1999; Zhang et al., 1998; Zhang et al.,
1999). A interleucina-10 (IL-10) foi originalmente descrita como um fator inibidor de
citocinas (Howard & O’Garra, 1992; Moore et al., 2001). Estudos in vitro tém
confirmado a habilidade da IL-10 para impedir a apresentacdo de células ao antigeno
(inclui-se monocitos, células de Langerhans e células dendriticas) pelas propriedades
inibitorias de expressdo Complexo de Histocompatibilidade Maior (CHM) Classe II e
citocinas pelos macréfagos e neutréfilos (D’Andrea et al., 1993; Hess et al., 1997; Lane
et al.,1997). A IL-10 administrada através de transferéncia génica tem sido apontada
como uma estratégia valida para mitigar significativamente o desenvolvimento de
rejeicdo do enxerto e prolongar a sobrevivéncia de modelos roedores em transplantes
cardiacos e de figado (Daemen et al.,1999; Hess et al.,1997; Lane et al.,1997). Alguns
estudos mostraram haver um efeito protetor da IL-10 recombinante em lesdes
pulmonares agudas induzidas por injuria de isquemia-reperfusdo (Chum et al., 1999;
Eppinger et al.,1996; Itano et al.,2000 a; Itano et al., 2000 b; Li et al., 1999; Okada et
al., 2000; Rogy et al., 1995). A transferéncia genética de IL-10 no pulmao previamente
ao transplante pode teoricamente ser suficiente para impedir a reagdo inflamatdria
iniciada logo apo6s a reperfusdo, além de inibir a atividade de macrofagos (Ding et al.,
1993). Morrison e colaboradores (2000) demonstraram que a terapia génica com IL-10
poderia ser utilizada para amenizar as modificagdes inflamatorias produzidas por uma
pneumonia bacteriana. Li, C. e co-autores (1999) evidenciaram que uma deficiéncia de

IL-10 leva a um aumento da viruléncia da malaria em modelos animais.
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A tabela 2 sumariza as fontes e as especificas fungdes das citocinas

potencialmente envolvidas na injuria de isquemia-reperfusao.

Tabela 2 — Principais citocinas, células produtoras e respectivas fun¢do na injuria de isquemia-reperfusao

em transplante de orgaos.

CITOCINA

PRINCIPAIS CELULAS

PRODUTORAS

FUNCAO

Fator de Necrose Tumoral-

a

Macrofagos, Linfocitos

Pro-inflamatoria

Interferon-y

Linf6citos

Pro-inflamatoria

Macrophage
Chemoattractant Protein-1

Células imunes, células

epiteliais pulmonares

Quimiotaxia de macrofagos

Interleucina-1p

Macroéfagos, fibroblastos

Ativacao celular

Interleucina-2

Linf6citos

Proliferacdao Linfocitaria

Interleucina-6

Macrotagos, células
endoteliais e células

epiteliais

Pro-inflamatoria

Interleucina-8

Células imunes, células
epiteliais pulmonares e

fibroblastos

Quimiotaxia de neutrofilos

Interleucina-10

Macrofagos, linfocitos

Antiinflamatoria

Interleucina-12

Macrotagos

Pro-inflamatoria

Interleucina-18

Macroéfagos

Pro-inflamatoria
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Terapia génica

O objetivo da terapia génica ¢ a modificagdo fenotipica na estrutura ou
funcdo de células, tecidos e 6rgdos pela transformacao da composi¢ao genética do
hospedeiro. A terapia genética mostra-se como o tratamento definitivo para doencgas
hereditarias. Nessa situagdo, os genes defeituosos ou ausentes poderiam ser reparados
pela reposicao de uma populacdo de células-alvo, usando-se um vetor apropriado para
transferéncia genética. O desenvolvimento da modificagdo genética terapéutica, como
um tratamento viavel, surgiu devido ao interesse crescente nas pesquisas nos ultimos 50
anos, levando ao “dogma central” da fun¢do do gene: cromossomos sdo constituidos de
DNA, os quais contém a informagdo genética, que ¢ transcrita no RNA mensageiro
(RNAm), e este se traduz em proteinas (Figura 1). A continuidade das pesquisas
permitird o conhecimento de métodos capazes de identificar e caracterizar os genes e
suas mutagdes. Disso resulta a hipétese que repondo os genes mutantes por uma copia
normal poder-se-d3o curar doengas causadas por essa mutagdo genética Unica.
Adicionalmente, esta hipotese significa que ao se transferirem genes com agdes
benéficas ou protetoras poder-se-ia aplicar tal conduta para conter ou curar doengas

adquiridas.
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Tradugao

Proteina

Figura 1. O “dogma central” do papel de um gene. A informagdo genética ¢ armazenada no nucleo
celular como DNA, que serve como um molde para sua propria duplicacdo. A informagdo genética ¢é
transcrita em RNAm, o qual é transportado para fora do nicleo. Os ribossomos traduzem o RNAm em

proteina.

A aplicagdo da terapia génica, experimentalmente ou em uso clinico, requer
um processo de entendimento de etapas fundamentais (Anderson, 1984). Primeiro, uma
completa compreensdo da fisiopatologia da doenga a ser tratada ¢ fundamental para
programar a terapéutica génica apropriada e prever acuradamente suas agdes potenciais.
Posto que essa assertiva seja adequada para doengas causadas por uma Unica mutacao
genética, ela ¢ também valida para aplicagdo em doencas adquiridas, as quais podem ter
componentes fisiopatologicos multifatoriais que estdo sujeitos a amplificagdes,

inibi¢des ou outras mudancas.
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Assim que esse objetivo tenha sido atingido, a apropriada terapia génica
deve ser formulada. Portanto, a proxima etapa sera ganhar acesso ao gene terapéutico
proposto. Isto vem sendo alcangado com as pesquisas € 0s novos conhecimentos

proporcionados pelo desvendamento do genoma humano — Human Genome Project.

A terceira etapa caracteriza-se pela insercdo do gene terapéutico em um
vetor que transportara para as células-alvo onde a expressdo génica faz-se necessario.
Embora transferéncia direta de DNA tenha sido obtida em tecido muscular, sua
eficiéncia mostrou-se extremamente baixa, sugerindo que sua aplicabilidade em outros
tecidos seja também bastante limitada (Wolff et al., 1990). Virus e lipossomos contendo
genes inseridos como sistemas de distribuicio ou “vetores” ¢ que tém sido

desenvolvidos no sentido de se obter a tdo esperada transferéncia génica efetiva.

Os vetores correntemente em uso para transfecgdo génica em humanos
incluem virus modificados, como retrovirus com replicagdo-deficiente, adenovirus,
adenovirus associados, vetores nao-virais e lipossomos cationicos. H4 vantagens e

desvantagens em cada uma das classe desses vetores (Tabela 3).
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Tabela 3 — Vetores em corrente uso para transfec¢do génica em humanos e suas respectivas

caracteristicas de construg¢do, capacidade insercional, células-alvo, eficiéncia, duracdo de expressdo,

resposta imune do receptor, titulagem, risco potencial, competéncia de replicacdo viral e expressdo de

proteina viral (Cassivi et al, 2000).

Lipossomos
Naked DNA | Cationicos | Retrovirus | Adenovirus AAV
Duplo- Filamento Duplo- Filamento
Duplo- filamento de | simples de | filamento de | simples de
filamento de | DNA com | RNA com | DNA com DNA com
Construcao plasmideo nucleo capsideo capsideo capsideo
Inicial DNA lipossomico viral viral viral
Capacidade
de Inser¢ao
(kb) >10 <6 7al0 6a’7
Replicacdo | Somente em | Replicacdo | Replicagdo;
Células-Alvo | musculo e ? |e/ourepouso | replicagdo |e/ou repouso | em repouso ?
Eficiéncia de
Distribui¢ao
Génica In | Extremamente Moderada — | Moderada - Baixa -
Vivo baixa Baixa Alta Alta Moderada
Duragao da
Expressao Transitoria -
Transgénica | Muito instdvel | Transitoria Estavel Transitoria | Longo tempo
Imunidade
Potencial do
Hopedeiro Sim Sim Minima Sim Sim
Titulagem
(pfu/mL) 10° - 10’ 10°- 10" 10° - 10
Toxicidade
da proteina
viral e
Risco Resposta Resposta | Mutagénese | Resposta | mutagénense
Potencial Inflamatdria | Inflamatéria | Insercional | Inflamatéria | insercional
Competéncia
de
Replicagado
Viral Nao Provével Sim
Expressao de
Proteina
Viral Nao Sim Nao

Abreviagdes: AAV, virus adeno-associado; kb, kilobase; pfu, plaque forming units; ml,

mililitro
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A constru¢do de virus com déficit de replicagdo, no qual os componentes
genéticos necessarios para reproducao sao removidos requer os seguintes passos (Figura
2): o gene exogeno ¢ inserido em um veiculo baseado em DNA que contém por¢des do
genoma viral, porém no qual um ou mais genes necessarios para replicagdo foram
retirados. Esse veiculo é entdo transportado para uma célula previamente transfectada,
esta contendo os genes virais necessarios para replicagdo. Assim, a maquinaria para
produgdo de capsideo viral e a distribui¢do de DNA para o nucleo estara disponivel,
enquanto que os componentes originais necessarios para replicacdo viral ndo estardo
mantidos no virus recombinante. Todavia o tamanho do gene terapéutico a ser inserido €
limitado. De um modo geral, esse tamanho ndo pode ser significativamente maior que a

quantidade inicial de DNA retirado do virus “selvagem”.
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A)

Adenovirus “tipo selvagem”

E1A + E1B E2, E3, E4 + Genes virais terminais

Sequéncias E1 sao
removidas

Genoma do adenovirus encurtado e linearizado

B)

Construgao do transportador

Transgene Sequéncia adenoviral parcial

Promotor
LITR

Linha de células de cultura

C)

Vetores adenovirais
recombinantes

Recombinacdo homdloga

Figura 2. Preparagdo de vetores adenovirais geneticamente modificados: a) Genes virais de replicagéo
E1A e E1B s3o removidos do genoma de um adenovirus tipo 5 e expostos horizontalmente; b) um
transportador plasmideo ¢ construido contendo o gene de interesse; c) células de base, e.g. 293 cells,sdo
cotransfectadas com o genoma adenoviral encurtado e o plasmideo. As células de base fornecem a fungao
replicadora (E1) in trans. Apds a recombinagdo homologa, os vetores virais deficientes em replicagéo sdo
produzidos (LITR — Left Inverted Terminal Repeats).
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Retrovirus sao virus eucarioticos com um filamento simples de RNA capazes
de uma transfeccao génica altamente eficiente para células em fase de replicacdo, com
uma subseqiiente expressao transgénica duradoura devido a modificagdo permanente no
genotipo celular do hospedeiro e para sua progénie (Wong et al., 1997) . Outra
vantagem dos retrovirus ¢ a relativa simplicidade de construcdo de vetores sem genes

retrovirais intactos.

Essa classe de vetores, no entanto, ¢ limitada por sua inaptidao de agir em
células em repouso mitotico (Miller et al., 1990). A produgdo de quantidade suficiente
de virus ¢ também um problema, pois as células matrizes podem produzir no maximo
10" plaque forming unit per mililiter (pfu/ml) (Tzeng et al., 1996). A capacidade de
carregamento retroviral (tamanho da seqiiéncia do gene externo a ser inserida) ¢
significativamente limitada a um comprimento total menor que 6 quilobases (Curiel et
al., 1996). H4 um perigo real de uma mutagénese insercional associada a uma
integragdo ndo desejada de material genético transferido. Além disso, existe apreensdo
relacionada a expressao demasiadamente cronica do material genético inserido. Deve-se
salientar que vetores retrovirais sdo extremamente ldbeis in vivo, assim como sdo
facilmente inativados pelo complemento e outros componentes do sistema imune.

Retrovirus para aplicagdo in vivo sdo, portanto, significativamente restritos.

Lipossomos catidnicos sdao outro sistema de vetores usados para
transferéncia de material genético para células-alvo. O complexo lipidico-DNA age
encobrindo as cargas de DNA negativas e facilitando a penetracdo na célula através de
fusdo ndo-especifica na membrana, ou seja, sem direcionar a um receptor de membrana

em particular.(Felgner et al., 1987; Freimark et al., 1998; Mannino & Gould-Fogerite,
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1988). Essa falta de especificidade a um receptor permite que a transfeccdo por
lipossomos tenha uma ampla variedade de células-alvo. Lipossomos podem ser
empregados para transferir relativamente longas seqiiéncias de DNA quando
comparados a outros modelos de vetores. Além disso, os lipidios catidnicos sao menos
imunoestimuladores (Itano ef al., 2001). Boasquevisque e co-autores (1999) revisam
que varios fatores interferem na eficiéncia da transfeccdo lipossomo-mediada: o lipidio
neutro usado, a estrutura do lipidio catidnico, o tamanho da particula lipossomal e
fatores teciduais do receptor influenciam no resultado final da transferéncia génica.
Entretanto esses vetores sdo limitados pela pouca atividade in vivo, a qual ¢ muito

transitoria (Nabel et al., 1993 a; Nabel et al., 1993 b).

Usando o modelo de transplante de pulmio esquerdo em ratos, Cassivi ¢
colaboradores (1999 a; 1999 b; 2000) provaram que, usando a via aérea para
administracdo do complexo Vetor-Cdna, a transfec¢do de um gene de informagao para
o pulmao doador in vivo, ou seja, antes da retirada do 6rgao, € superior a transfeccao de
pulmdes ex vivo. Eles também apresentaram nesse estudo que a transfeccdo se da
somente no 6rgdo alvo, evitando-se a indesejada contaminagdo adenoviral no pulmaio

contralateral do animal doador, e outros 6rgios como figado coragdo e rim.

Em um cendario de doenca pulmonar, adenovirus recombinantes, constituido
por duplo filamento de DNA e um revestimento capsideo protéico descoberto, sdo os
vetores mais estudados (Curiel et al, 1996). Os dois serotipos mais freqiientemente

usados, 2 e 5, tém um tropismo natural pelo epitélio respiratorio.
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Vetores adenovirais sdo construidos pela inser¢ao de seqiiéncias génicas
terapéuticas no lugar do genoma viral responsdvel pela replicagdo. Essas fungdes
replicativas sdo fornecidas “in trans™ por um pacote de células matrizes previamente
transfectadas, i.e. células matrizes embrionicas renais-293. Comumente, os vetores
adenovirais elaborados para transfec¢do em tecido pulmonar contém como seqiiéncia
promotora citomegalovirus humano (CMVh). Vérios autores demonstraram a alta
eficiéncia de transfec¢do desse promotor quando comparado a outros. Indubitavelmente,
esse fato deve-se ao tropismo natural do adenovirus e do CMV pelo tecido pulmonar

(Xu et al., 1995; Tsan et al., 1996; Yew et al., 1997).

Como vetores para transfeccdo génica, os adenovirus possuem uma série de
vantagens. Certamente, a mais evidente ¢ que, diferentemente dos retrovirus, os vetores
adenovirais podem infectar células totalmente diferenciadas, ndo replicantes. Somente
esse fato potencializa o campo dos vetores de adenovirus. Quando comparados a outros
vetores, a transfec¢do génica pode ser atingida com alta eficiéncia. Da mesma forma,
quando comparados ao retrovirus, altas concentracdes de adenovirus podem ser
produzidas em solucdo. Ademais, vetores adenovirais sdo estaveis in vivo e permitem
distribuicdo direta no tecido de interesse (Boasquevisque et al., 1997; Elkon et
al.,Harrod et al., 1998; Harrod et al., 2000; Judge et al., 1998; Korst et al., 1995; Otake

et al., 1998; Schimd et al., 1997)

Ainda ha, no entanto, obstaculos importantes para uma transfecc¢ao efetiva e
duradoura mediada por adenovirus. Essas barreiras estdo diretamente relacionadas com
as propriedades do vetor e com a resposta imune do hospedeiro (Byrnes et al., 1995;

Ilan et al., 1997; Shaked et al., 1994).A transfec¢do mediada por adenovirus ocorre de
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uma maneira epicromossdmica, sem a direta integracdo nos cromossomos do
hospedeiro (Figura 3). Essa propriedade tem o beneficio de abrandar o risco de uma
mutagénese insercional que ocorre freqlientemente em vetores retrovirais. Entretanto, a
transfec¢cdo epicromossdmica limita a duragdo da transferéncia génica. Como as células
ndo transmitem o seu genoma modificado para as células-filhas, a expressdo génica
permanece somente enquanto a célula transfectada ¢ vidvel. A transfeccdo génica in
vivo induz a uma significante resposta inflamatoria do hospedeiro, podendo se mostrar
muito intensa. Essa resposta imune do hospedeiro ao vetor adenoviral e seu produto
transgénico sdo apontados como limitadores da quantidade total ¢ da duragdo da
expressao transgénica (Thomas et al., 2001), assim como prejudica qualquer tentativa
de re-transfeccdo do produto gene-vetor na tentativa de terapia génica com duragdo
prolongada (Cassivi et al., 2000). Tentativas para evitar a reagdo imune através da
retirada adicional de genes virais no intuito de reduzir a expressdo proteica viral pos-
transfeccdo tém se mostrado insatisfatorias (Curiel et al., 1996). Sung & Bromberg
(2001) provaram que a transfec¢do génica mediada por adenovirus pode ser inibida pela
resposta imune inata antiadenovirus induzida por FNT-o e IFN-y. Worgall e
colaboradores (1997 a; 1997 b) também demonstraram que os macréfagos alveolares
agem rapidamente na eliminac¢do dos vetores adenovirais. Estratégias para suprimir esse
sistema de defesa imune poderiam ser uteis na potencializagdo da eficacia dos vetores

adenovirais na terapia génica pulmonar.
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Receptor de membrana

Endossomo

Expressao transgénica

Figura 3 — Mecanismo de transfec¢do génica mediada por vetores adenovirais. O vetor adere a célula-
alvo através da interacdo das fibras do adenovirus - base penton do receptor de membrana celular
especifico. Esse produto ¢ movido para o citoplasma — endossomo, onde ¢ quebrado para apresentar seu
genoma com o cassete transgénico ao nucleo celular em uma localizag@o epicromossdomica. Os

componentes nucleares da célula-alvo sdo usados para a replicagdo e expressao transgénica.

Estudos com a finalidade de distinguir entre antigenos virais e antigenos

relacionados aos produtos transgénicos, em termos de suas contribuicdes a resposta

imune apo6s a transfecgao, t€ém-se mostrado inconclusivos. Curiel e colaboradores (1996)
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demonstraram uma relacao dose-dependente na inflamagao pos-transferéncia génica em
relacao a dose do vetor: altas doses do vetor, na maioria dos casos, estavam inicialmente
associadas com maiores indices de expressao transgénica. Porém suas contribuigdes
relativas para inducdo da resposta imune a transfeccdo ficaram dificeis de serem
distinguidas. Tripathy e co-autores (1996), em uma investigagdo mais completa desse
ponto, demonstraram uma significativa diminui¢do da resposta imune poés-transfec¢ao, e
um concomitante prolongamento da expressdo transgénica mensurdvel, quando a
tranfecgdo utilizava proteinas transgénicas proprias (alogénicas) em vez de estranhas
(xenogénicas). Houve, no entanto, uma importante contribui¢do do produto transgénico
a resposta imune. O grau de resposta imune devido aos antigenos virais e antigenos
relacionados ao produto transfectado depende diretamente da natureza do vetor em
questdo e do gene transfectado. Uma maneira de se sobrepor a essa resposta imune foi
proposta por Addison e co-autores (1997). Em seu trabalho, o uso de promotores

murinos ganhariam maior eficiéncia e menor resposta imunoldgica.

Em 2001, 168 ensaios clinicos foram autorizados pelo National Institutes of Health
(NIH) Working Group on Gene Therapy, o 6rgdo que aprova qualquer teste clinico
envolvendo novos vetores ou novas aplicagdes terapéuticas (NIH, 2002). Embora alguns
destes ensaios clinicos analisem doengas que sdo indicagdes de transplante pulmonar,
como fibrose cistica e deficiéncia de alfal-antitripsina, ainda ndo foi aprovada nenhuma

experimentacao clinica de terapia génica humana implicando transplante de pulmao.
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Os objetivos desse estudo sao os seguintes:

1)

2)

Desenvolver uma técnica para transferéncia génica terapéutica
durante o transplante de pulmdo usando um método
endoscopico de transferéncia clinicamente aplicavel.

A) Modificar geneticamente o pulmdo doado objetivando
melhorar sua capacidade para enfrentar o estresse imposto
pelo processo de transplante.

B) Explorar o potencial da transferéncia genética terapéutica
de IL-10 humana mediada por adenovirus na isquemia e
reperfusdo relacionada a injaria aguda do pulmdo em um

modelo de animal grande.



25

MATERIAL E METODOS

Delineamento do estudo

O delineamento da investigacao foi o de um estudo tipo experimento clinico
randomizado, contemporaneo, dindmico, onde os desfechos de interesse foram a
melhora da fun¢do fisioldgica pulmonar pds-transplante e a reducdo da injuria de

isquemia-reperfusao.

Animais

Porcos machos domésticos Yorkshire (24-41 Kg) foram usados neste estudo.
Os animais foram adquiridos de Reimens Fur Ranch, Kitchener, Ontario. Todos os
animais receberam os cuidados de acordo com os principios do cuidado de animal de
laboratério formulado pela Sociedade Nacional de Pesquisa Médica, o guia para o
cuidado e uso de animais de laboratério (NIH Publication No.85-23, revised 1985,
U.S.Government Printing Office, Washington, D.C. 20402-9325) e o guia para o
cuidado e uso de animais de experimentos formulado pelo conselho Canadense de
cuidado animal. O comité de cuidado animal do instituto de pesquisa do Toronto

General Hospital aprovou o protocolo experimental.



26

Fases do estudo

Primeira fase — Otimizacio da transferéncia e expressao do hIL-10 em

pulmées doadores.

O objetivo da primeira fase foi o de determinar a dose ideal de AdhIL-10
para administragdo endobronquica nos pulmdes dos porcos doadores antes da retirada
do o6rgao. A dose ideal foi definida como a quantidade suficiente de AdhIL-10
necessaria para ser detectada no tecido pulmonar em pg/mg de proteina de hIL-10
através do método Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), com comprovagao

histolégica e por imunohistoquimica.

Os seguintes parametros foram testados:

1) Dose de AdhIL-10 - a dose foi determinada como a mais baixa possivel,
porém clinicamente eficiente e ndo causadora de efeitos de toxicidade
sistémica. Foram utilizadas doses 2x10' pfu/ml em dois pulmdes até 8x10'!

pfu/ml em um pulmao somente

2) Distribuicdo da AdhIL-10 em um ou ambos os pulmdes por via
endoscopica — visto que atualmente a grande maioria das doacdes ¢ dos dois
pulmdes, ¢ importante conhecer as repercussdes locais e sistémicas da

transfec¢do génica;
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3) Tempo necessario para um transfec¢ao detectavel — foram testados 6, 12 e
24 horas de intervalo apos a distribui¢ao intrapulmonar de AdhIL-10 através

de ELISA.

Segunda fase — Efeitos da transfec¢io génica de AdhIL-10 na funcio
fisiolégica pulmonar pds-transplante e na prevencdo da injuria de isquemia-

reperfusao.

Todos os experimentos desse estudo foram realizados em duplo-cego.

Estudo A - Efeito da transfec¢do génica hIL-10 na funcdo de enxerto pos-
transplante e injuria de isquemia-reperfusdo apoés 12 horas do tempo de transfecg¢ao pré-

transplante ¢ 18 horas do tempo de isquemia fria (cold ischemic time).

Nesta fase, os animais (n=5 por grupo) foram divididos em trés grupos. No
primeiro grupo, os pulmdes doadores foram transfectados com vetor adenoviral (4X10'
pfu/ml de AASEIRSVhIL-10), que continha gene IL-10 humano (hIL-10); o segundo
grupo recebeu o mesmo vetor adenoviral sem a interleucina-10 humana (hIL-10) —
vetor “vazio” (VV); e o terceiro grupo foi instilado com solugao salina 0.9% (controle).
Ap6s 12 horas do tempo de transfeccao, os pulmdes foram armazenados em solucdo de

preservagdo com baixo-potassio dextran (SBPD) por 18 horas antes do transplante.
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Os porcos doadores e receptores foram equiparados em tamanho
(30.5+£3.7Kg) nos trés grupos de estudos. Durante o periodo de 2h de reperfusao,
amostras sangiiineas foram retiradas da linha arterial e analisados os gases sangiiineos a
cada 30 minutos. Para medi¢ao do pulmao esquerdo transplantado a artéria pulmonar
direita foi clampeada (Figura 4); os animais foram mantidos nessa situagao por 10
minutos, ¢ entdo uma analise de gases sangiiineos foi feita. A capacidade de oxigenagao
do pulmaio transplantado foi a medida tomada como padrao-aureo para a avaliacdo da
funcdo de enxerto pulmonar poés-transplante. Essa segunda fase do estudo foi também
envolvida em examinar o efeito da transfeccdo com hIL-10 para o doador in vivo na
funcdo do pulmao pds-transplantado e alteracdo dos parametros fisioldgicos associados
com IIR pulmonar, e a relacdo entre citocinas proé e anti-inflamatérias no plasma e

parénquima pulmonar do enxerto, apos 2 horas de reperfusao.
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Clampe ao redor da APD

Anastomoses:
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Figura 4 — O modelo de transplante unilateral de pulmao em porcos. O diagrama mostra o clampe

vascular posicionado ao redor da artéria pulmonar direita (APD) para andlise da fung¢@o pulmonar

esquerda (ilustragdo gentilmerte cedida por A. Pierre, 1998) .

A imunohistoquimica foi realizada para localizar o produto transgénico (hIL-
10) nos pulmdes, apods o processo completo de retirada do Orgdo-armazenagem-

transplante. E, além disso, fornecer informacgdes sobre os tipos de células que contém o

hIL-10.

Estudo B - Efeito da transfeccao génica hIL-10 na fun¢do de enxerto pds-

transplante e a injuria de isquemia-reperfusao apds 24 horas do tempo de transfecgdo e

24 horas do tempo de isquemia fria.
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Nessa fase, animais (controle n=3 e AdhIL-10 n=4) foram divididos em dois
grupos nos quais os pulmoes doadores foram transfectados com vetores adenovirais
(4X10" pfiu/ml do AASEIRSVhIL-10), que continha gene IL-10 humano (hIL-10) ou
com solucdo salina 0.9% (controle). Apds o tempo de 24 horas de transfecgdo, os
pulmdes foram conservados em solugdo de preservagdo com baixo-potassio dextran

(SBPD) por 24 horas antes do transplante.

Os porcos doadores e receptores foram também adequados quanto ao
tamanho. Todas as medidas fisioldgicas e andlises de citocinas foram feitas com a

mesma maneira descrita previamente (Figura 5).
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ESTUDO A COM 12 HORAS DE TEMPO DE TRANSFECGAO
3 Grupos: Controle (n=5); Vetores Vazios (n=5); AdSRSVhIL-10 (n=5)

Dia 1 — Distribuicao Endobronquica

4x10" pfu/ml Pulmao Esquerdo (Doador)

12 horas de Ventilagao Mecanica para Transfecc¢ao

|

Retirada do Orgao e 18 horas de Tempo de Isquemia Fria a 4°C

|

Dia 2 — Transplante Pulmonar
Estudo da Funcao Pulmonar por 2 horas apés Reperfusao

| ]

Dados Fisiolégicos Amostras -70°C para teste ELISA

ESTUDO B COM 24 HORAS DE TEMPO DE TRANSFECGAO
2 Grupos: Controle (n=3); AASRSVhIL-10 (n=4)

Dia 1 — Distribuicdo Endobrénquica

4x10" pfu/ml Pulmao Esquerdo (Doador)

24 horas de Transfecg¢ao (ventilagdo esponténea)

|

Dia 2 — Retirada do Orgao
24 horas de Tempo de Isquemia Fria a 4°C

|

Dia 3 — Transplante Pulmonar
Estudo da Fung¢ao Pulmonar por 2 horas apés Reperfusao

Dados Fisiolégicos Amostras -70°C para teste ELISA

Figura 5 - Distribui¢do dos grupos nos grupos de estudo na fase II e 111
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Procedimento de transfe¢ao in situ

Todos os porcos receberam lg de Metilprednisolona sodica intramuscular
(IM) (Solu-medrol®, Pharmacia & Upjohn Inc, Mississauga, Ontario) 30 minutos antes
da tranfeccdo. Ketamina (Katalan®, Bimeda-MTC Pharmaceuticals, Cambridge,
Ontério) 40mg/Kg IM foi administrada antes da anestesia geral. A indugdo anestésica
foi realizada com Pentobarbital Sodico 2.5% (Pentothal®, MTC Pharmaceuticals,
Cambridge, Ontario) 5mg/Kg intravenoso (IV). No estudo A foi realizada
traqueostomia, sendo introduzido um tubo endotraqueal com tamanho apropriado, e
conectado a um ventilador de volume-controlado (Servo Ventilator, Siemens-Elema Ab,
Sweden). Propofol (Diprivan®, Novopharm Limited, Toronto. Ontério) 5 mg/Kg/hora
IV e Citrato de Fentanyl (Fentanyl Citrate®, Abbott Laboratories Limited, Toronto,
Ontério) 25 pg/Kg/hora IV foram os agentes anestésicos. A ventilagdo mecanica foi
instalada com FiO, 100% na primeira hora e 40% subseqiientemente. O ciclo
respiratdrio foi colocado em 16-18 mpm, e o volume corrente em 10 ml/Kg. O agente
bloqueador neuromuscular foi Brometo de Pancuronium ( Pancuronium Bromide®,

Sabex Inc, Boucherville, QC) 100ug/kg IV (Figura 6).
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Figura 6 — Procedimento de transfec¢do in situ. O animal, apds a transfec¢do, foi mantido em ventilagdo

mecanica por 12 horas.

O estudo B iniciou do mesmo modo que o A. Contudo a anestesia geral foi
mantida com Propofol (Diprivan®, Novopharm Limited, Toronto, Ontario) 5 mg/Kg/
hora IV. Apds a administragdo endobronquica, uma respiragdo espontanea foi obtida.
Até a recuperagdo completa, todos os animais foram mantidos em ventilagdo mecanica
com FiO; 21%. A ciclo respiratorio foi colocado em 16-18 mpm e o volume corrente 10
ml/Kg. Durante essas 24 horas de transfec¢do, todos os porcos foram mantidos em

cativeiro. Comida e dgua foram fornecidos ad libitum.

Para transferéncia endobronquica, um broncoscépio flexivel adulto de fibra
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optica (Olympus R BF Type 1 T 20, Japan) foi inserido através do tubo endotraqueal. O
AdhIL-10 ou vetor vazio foram diluidos em 4 ml de solugdo salina. O cateter foi
inserido dentro dos bronquios segmentares do pulmao esquerdo e 1 ml de solucao foi
injetada em cada bronquio segmentar, seguida por 3-4 ml de solugdo salina para limpar

o cateter. Um total de 24 ml de liquido foi injetado dentro do pulmao esquerdo (Figura

7).

Figura 7 — Método usado para distribui¢do endobronquica com um broncoscopio flexivel adulto de fibra
optica (Olympus R BF Type I T 20, Japan). Observa-se a técnica endoscopica e o material utilizado para

distribui¢do endobronquica no pulmao esquerdo do animal doador.

Procedimento com os doadores

No dia da operagdo, os porcos doadores foram randomizados da seguinte

forma: grupo controle, grupo vetor vazio ou grupo AdhIL-10. Todos os membros da
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equipe cirurgica foram cegados em todo o processo de selegdo.

Os porcos doadores no estudo A foram sedados com Ketamina (Katalan®,
Bimeda-MTC Pharmaceuticals, Cambridge, Ontario) 40mg/Kg IM, anestesiados com
Pentobarbital Sodico 2.5% (Pentothal®, MTC Pharmaceuticals, Cambridge, Ontario)
6-8 mg/Kg IV e mantidos com Propofol (Diprivan®, Novopharm Limited, Toronto
Ontario) 5 mg/Kg/hora IV e Citrato de Fentanyl (Fentanyl Citrate®, Abbott
Laboratories Limited, Toronto, Ontario) 25 microg/Kg/hora IV. Uma traqueotomia
cervical com uma introdugdo de tubo # 8.0 (Portex®, Sims, Markham, Ontario) foi
realizada, e os animais foram ventilados com ventilagdo intermitente pressao- positiva
(Servo Ventilator 300, Siemens-Elema Ab, Sweden) . O ciclo respiratdrio foi colocado
em 16-18 mpm, ¢ o volume corrente em 10 ml/Kg. Inicialmente a FiO, foi mantido em
40%. Apos, a FiO, foi aumentada para 100% e mantida durante o flush da artéria
pulmonar com uma pressdo expiratoria final positiva de 5 cmH,0. Uma esternotomia
mediana foi realizada, o pericardio aberto, o timo foi removido e as veias cavas superior
e inferior foram circundadas com fita de seda. Apds a heparinizagdo sistémica por via
intravenosa Heparina Sodica (Hepalean®, Leo Pharma Inc, Ajax, Ontario),uma canula
de tamanho 21 French foi introduzida no tronco da artéria pulmonar (AP) através de
uma sutura em bolsa com Prolene® 4-0 (Ethicon, Peterborough, Ontario). Depois da
introdugdo dessa canula, 500 pg de Prostaglandina E1 ( Alprostadil® Pharmacia &
Upjohn Inc, Mississauga, Ontario) foram injetados na AP. Seguindo a injecdo de
Prostaglandina E1 na artéria pulmonar, esperou-se a queda da pressao arterial sistémica
em 30% para oclusdo total das veias cavas e a transec¢@o da auricula do atrio esquerdo
do coracdo. A AP foi irrigada com 60 ml/Kg de solucdo de preservagdo baixo-potassio

Dextran ( Perfadex®; Biophausia, Uppsala, Sweden) a 4° C de uma altura de 30 cm
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acima do coragdo (Figura 8). A ventilagao foi mantida o tempo todo da extracao do
bloco coragdo-pulmao. Para minimizar a atelectasia, uma pressao positiva no sistema de
ventilagdo de aproximadamente 25 cmH,O foi aplicada por 20 segundos. A traquéia foi
clampeada com os pulmdes inflados com 100% de oxigénio. Os cuidados foram
tomados no sentido de nao hiperinsuflar os pulmdes, ja que o pulmdo do porco parece
propenso para formacgdo de bolhas subpleurais e ruptura. Por esta razdo, os pulmdes
foram inflados com uma pressdo intratraqueal de 20-25 ¢cmH,O no maximo. Apos a
retirada do bloco coragdo-pulmio, uma lavagem retrogada com SPBD, através da
auricula esquerda do coracao, foi realizada.O bloco coragdo-pulmao foi entdo colocado
em um saco plastico contendo 500 ml de SBPD, duplamente ensacada, e entdo
armazenada a 4° C por 18 horas em uma sala refrigerada (Constant Temperature
Control Ltd, Weston, Ontario). A sala foi monitorada por um aparelho marcador de
temperatura (Series AR100 Recorder Controller, Honeywell, Minneapolis, Minnesota)
para confirmar as condi¢des de confiabilidade do armazenamento. Todos os pulmdes

continuaram bem inflados por mais de 18 ou 24 horas do periodo de armazenamento.
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Figura 8 — Procedimento realizado no porco doador: esternotomia mediana com abertura do pericardio,
as veias cavas superior ¢ inferior foram circundadas com fita de seda (ndo visualizado); heparinizagdo
sistémica e canula de tamanho 21 French foi introduzida no tronco da artéria pulmonar (AP) através de
uma sutura em bolsa (seta). Apos a introdugdo desta canula, 500 pg de Prostaglandina E1 foi injetada na

AP.

Procedimento com os receptores

Os porcos receptores foram sedados e anestesiados com o mesmo
procedimento usado nos animais doadores. Um tubo endotraqueal com um bloqueador
bronquial (Univent® tube, Phycon-Fuji Systems Corp, Tokyo, Japan) foi introduzido
através de uma traqueostomia. Seguindo a inducdo anestésica, Metilprednisolona
(Solumedrol®) 1g IV foi administrada. Cateteres intravenosos foram inseridos nos

ramos da artéria e veia femoral direita, assim como um cateter termodindmico pulmonar
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(Swan-Ganz®, American Edwards Laboratoris, Aniasco, Puerto Rico) na veia jugular
interna esquerda apos exposi¢do cirurgica. A linha arterial e o cateter termodindmico
pulmonar foram conectados a um transdutor de pressdes Hewlett Packard modelo 1290
A (Hewlett Packard, Mississauga, Ontario) usando-se linhas de controle de pressao (6°,
0459206, Cobe, Lakewood, Colorado). A pressdo arterial e a pressao da artéria
pulmonar foram continuamente controladas com um monitor de multicanais Hewlett
Packard modelo 7758 A (Hewlett Packard, Mississauga, Ontario) apos a calibragao,
utilizando-se um esfigmomandmetro de mercurio. Ringer Lactato ¢ NaCl 0.9%, foram
usados para reposicdo de volume. Uma toracotomia foi realizada através do quarto
espaco intercostal esquerdo. Ambas as artérias pulmonares esquerda e direita foram
cuidadosamente dissecadas para evitar lesdo nos nervos vagos ou frénico. A artéria
pulmonar direita foi circundada com uma fita umbilical contigua ao primeiro ramo do
lobo superior direito. Heparina Sodica (3000 UI) foi entdo administrada IV seguida por
1000 Ul/hora por 2 horas. Essa dose de Heparina foi determinada de experimentos
anteriores no laboratorio para manter o tempo de coagulagdo ativada acima de 400
segundos durante o periodo de operacdo e avaliagdo fisioldgica (Pierre er al.,1998).
Sulfato de protamina ndo foi usado para reverter a acao da heparina no fim da operagao.
O hilo pulmonar foi dissecado e a veia azigos esquerda foi cuidadosamente separada da
auricula esquerda e ligada. O ligamento pulmonar inferior foi desfeito, e entdo as veias
pulmonares ligadas. Um pequeno clampe vascular DeBakey® foi colocado proximo a
origem da artéria pulmonar esquerda, sendo esse vaso seccionado junto ao primeiro
ramo (segmento apico-posterior). As veias pulmonares esquerdas ja dissecadas foram
ligadas no pulmao o mais distal possivel. Por ultimo, o bronquio foi dissecado e o
balonete do tubo endotraqueal inflado para obstruir o bronquio esquerdo. O volume

corrente foi reduzido para 5-8 ml/Kg e os ciclos respiratorios ajustados para manter o
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PCO; entre 35-40 mmHg e o PO, acima de 95 mmHg (Ciba-Corning blood gas system
model 278, Ciba-Corning, Markhan, Ontario). O pulmao esquerdo do doador foi entao
1solado na mesa auxiliar e um cuff de atrio esquerdo foi formado para incluir duas veias
pulmonares. Seguindo esses passos, o bronquio do receptor foi preparado com um
tamanho apropriado. O bloqueador bronquico foi inserido no bronquio principal
esquerdo aberto e o baldo inflado para possibilitar a ventilagdo do pulmiao direito
individualmente. A anastomose foi realizada primeiro como dois fios cirargicos 4-0
vicryl® (Ethicon, Peterborough, Ontario) como suturas de ancoragem em cada angulo
da parede membranosa posterior do bronquio; uma sutura continua com 4-0 prolene®
(Ethicon Peterborough, Ontario) na por¢ao membranosa € uma sutura com pontos
separados nos dois terg¢os anteriores do bronquio foi realizada de forma a criar uma
telescopagem do bronquio do doador no do receptor. A anastomose da AP foi o seguinte
passo com uma sutura de ininterrupta com 6-0 prolene® (Ethicon Peterborough,
Ontario) ancorada em dois pontos. Finalmente, a sutura do cuff das veias pulmonares
foi feita com pontos evertidos usando-se 5-0 prolene® (Ethicon Peterborough,
Ontario), assegurando-se uma justaposi¢do intima-intima na anastomose da auricula
esquerda do coragdo (Figura 9). Apds a reinsuflacdo do pulmio, o clampe da AP foi
removido gradualmente e o ar intravascular do pulmao removido através da anastomose
atrial esquerda. Os pulmdes foram entdo ventilados com 100% de oxigénio, 5 cmH,0
PEEP, e uma ventilagdo média por minuto para manter uma PaCO, normal. O pulmao
esquerdo foi aspirado, usando-se um broncoscopio ¢ a integridade da anastomose
bronquica foi avaliada. Manteve-se uma pressao sustentada nas vias aéreas menor que

30 cmH,0, empregada para remover atelectasia.
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Figura 9 — Na etapa de implante do enxerto no receptor, as anastomoses foram realizadas obedecendo a

seguinte ordem: bronquio principal esquerdo, artéria pulmonar (seta) e atrio esquerdo. No detalhe, o

aspecto da anastomose intima-intima no atrio esquerdo.

Gerac¢ao da recombina¢iao do adenovirus manifestando IL-10 humana

Vetores adenovirais (serotipo 5) contendo o gene humano IL-10 com um

promotor Rous Sarcoma Virus (RSV) (AdSE1RSVhIL-10) e vetores vazios (AdSBGL?2)
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foram construidos pelo Gene Transfer Vector Core of the University of lowa College of
Medicine (lowa City, lowa). O adenovirus hIL-10 construido foi reportado como

AdhIL-10 e o vetor vazio Ad5SBGL2

O cRNA de IL-10 humana foi obtido pela reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) com iniciadores de amplificacdo 5’e 3’ (5’-hIL-10BamHL5S-CGCGGATCC
CATGCACAGCT-CAGCACTG-33-hIL-10BamHIL, 5>-CGCGGAT
CCGCCACCCTGATGTCTCAGT -3’), usando-se o clone pSRahIL-10
como modelo (gentilmente fornecido por E. Field, University of lowa). O produto de
PCR foi clonado por restricdo Bam HI dos sitios terminais e adicionando-se seqiiéncia
de oligonucleotideos, em uma seqiiéncia de plasmideos (pAdRSV4); essa seqiiéncia
plasmidica contém o promotor Rous Sarcoma Virus, o virus simio 40 (SV-40)-poly(A)
como sinal e a seqiiéncia adenoviral gendmica de 0 a 1 ¢ 9 a 16 das unidades do mapa
do adenovirus humano tipo 5. A recombinac¢do de adenovirus manifestando IL-10 foi
gerada por recombinagdo homologa entre pAdRSVhIL-10 e adenovirus humano
serotipo 5 derivado dI309, usando-se método-padrao (Gudmundsson et al.,1998;
Anderson et al., 2000). AdBGL2 tem a mesma coluna principal viral como o

AdRSVhIL-10.

Medidas da funcio do enxerto de pulméao

A funcdo de enxerto foi avaliada pelas analises completas dos gases arteriais
(GA) colhidos antes da reperfusdo, durante o tempo de isquemia quente (ou warm
ischemic time). Apés a reperfusdo, GA foram verificados na linha arterial sistémica aos

10, 30, 60, 120. Aos trinta minutos da reperfusdo realizou-se a avaliacdo pulmonar
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esquerda, fechando-se a artéria pulmonar contralateral com um clampe vascular por 10
minutos (Figura 2), sendo os gases sangiiineos arteriais foram retirados da linha femoral
e medidos em um sistema de analise de gases sangiiineos Ciba-Corning modelo 278
(Ciba-Corning Markhan, Ontario).Esta avaliacao foi repetida aos 60, 90 e 120 minutos.
A pressdo arterial pulmonar, pressdao atrial esquerda e débito cardiaco foram obtidos
usando-se um termo-cateter Swan- Ganz® introduzido na veia jugular interna esquerda.
Todos os porcos foram capazes de suportar um clampeamento da AP direita com
perfusdo do pulmio esquerdo nativo anteriormente a pneumonectomia esquerda sem
complicacdes ou necessidades de drogas. Uma infusdo de Norepinefrina
(Norepinephrine Bitartrate®, Sabex Inc, Boucherville, QC) na escala variavel de 0.07-1
mg/ml/h foi usada durante a avaliagdo do pulmao transplantado, com o intuito de manter

uma pressao sangiiinea sistolica acima de 80 mmHg.

O pico de pressdo das vias aéreas (PPVA) foi medido apos a indugdo
anestésica e durante todo o procedimento cirtrgico. A elastancia pulmonar (EP) foi
avaliada apos 2 horas da reperfusdo; os porcos foram mudados de posi¢ao: decubito
lateral direito para o dectbito supino. A toracotomia esquerda foi prolongada para o
lado direito (incisdo clam-shell). O hilo direito foi dissecado e os bronquios para o lobo

superior direito e intermedidrio foram clampeados.

A razdo peso umido-seco do tecido pulmonar foi determinada logo apos as 2
horas de reperfusdo, sendo entdo colocado esse tecido em um forno seco a 85°C por 24
horas. Apds tal procedimento de secagem, a amostra foi repesada, e a propor¢ao do peso
do pulmao antes e apds a secagem foi calculada. Essa medida reflete edema pulmonar

pos-reperfusao.
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Amostras de tecido e plasma

Amostras do pulmao esquerdo foram usadas para a razdo peso imido-seco
(lobo inferior). Outras amostras foram fixadas em formalina 10% e embebidas em
parafina para imunohistoquimica (todos os lobos), e andlises de citocinas (todos os
lobos). Para detec¢ao de citocinas no plasma, 6 ml de sangue foram retirados de hora
em hora do receptor. Também, 6 ml de sangue foram retirados antes da reperfusdo do
pulmao transplantado, em 10 minutos, 60 minutos e 120 minutos ap6s a reperfusdo. O
sangue foi centrifugado a 5000 rotagdes por minuto (rpm) por 10 minutos e o plasma foi

imediatamente armazenado a — 70°C.

Preparacio do tecido e ELISA para citocinas

Testes de ELISA foram efetuados no plasma doador e receptor e em
sobrenadantes do tecido homogeneizado porcino: FNT-a porcino , IFN—y porcino, IL-
10 porcino, IL-8 porcino, IL-6 porcino, IL-2 porcino e IL-10 humano foram mensurados
de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a —70°C. Os tecidos, visando sua
protecdo de lise celular, foram homogeneizado e incubados a 4°C em tampao contendo
10 mM HEPES (pH 7.9), 10 mM KCI1, 0.lmM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM
ditiotreitol (DTT), 0.6% octilfenoxi-polietoxi-etanol (Nonidet P-40), 0.5 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), Aporotinina e Leupeptina (Gilbert & Jonhson, 1994). Os
tecidos homogenados foram entdo sonicados e centrifugados a 14000 rpm por 10

minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram analisados em duplicata para proteinas totais.
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Para FNT-a, IFN-y, IL-10, IL-8, e IL-2 porcinos foram usados Cytoscreen® imuno-teste
(Biosource Internacional, Camarillo, CA). A 1L-10 humana e¢ a IL-6 suina foram
detectadas com equipamento de imuno-testes Quantikine® (R&D Systems Minneapolis,
MN). A densidade Optica de cada uma destes testes foi verificada a 450 e 540 nm em um
leitor de micro-placas NM-600 (Dynatech Laboratories, Chantilly, VA). O conteudo da
proteina foi determinado pelo método de Bradford (1976). O kit IL-10 humano ndo

apresentou reagdo cruzada com o IL-10 endégena nos pulmdes dos porcos, € vice-versa.

Imunohistoquimica para a IL-10 humana

Todas as sec¢des, incluindo as laminas de controle negativas, foram tratadas
antes da aplicacdo dos anticorpos primarios com uma proteina bloqueadora para
peroxidase enddgena e biotina. Apds uma breve lavagem em solugdo salino-fosfato
tamponada-albumina sérica bovina (PBS-BSA) O anticorpo policlonal primario
especifico caprino foi aplicado a uma dilui¢do 1: 50. As ldminas de controle negativo
foram preparadas por dois métodos: (1) o anticorpo priméario foi excluido e recolocado
por PBS-BSA, e (2) o anticorpo primario foi omitido e substituido por soro de controle

caprino nao imunizado. Todas as 1dminas foram incubadas durante a noite a 4°C.

O procedimento de deteccdo foi realizado com o equipamento Elite Vector
Stain ABC system (Vector Laboratories, Burlingame, CA), como recomendado pelo
fabricante. A visualizacdo colorimétrica foi realizada usando-se 3,3’ —diaminobenzidina
(DAB) como o substrato cromogénico (Sigma, St Louis, MO). A coloragdo utilizada

para detalhes nucleares foi hematoxilina-eosina.



45

Analise estatistica

Os dados quantitativos foram descritos pela média e desvio padrdo.
Comparagdes entre grupos independentes foram realizadas através da andlise de
varidancia (ANOVA) de um critério de classificagio (ANOVA ONEWAY). A
localizagdo de diferengas seguiu o procedimento de post-hoc de Student-Newman-Keuls
e Fischer. Na situagdo de observagdes emparelhadas, utilizamos a o teste de ANOVA
de medidas repetidas com subseqiiente localizagdo de diferencas com novamente
procedimento de Student-Newman-Keuls. A comparagdo de variaveis preditivas e de
desfecho, ambas com nivel de mensuracdo continuo (varidveis quantitativas), foi
realizada com analise de regressdo linear. Situagdes especificas envolvendo a situagao
de comparagao somente entre dois grupos foram baseadas no teste T de Student. O nivel
de significancia adotado foi de a = 0.05. Os dados foram processados e analisados com
o auxilio dos programas Microsoft Excel® 2000, StatView® versdo 5.0.1 (SAS Institute

Inc., Cary, NC).
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RESULTADOS

Todos os animais doadores toleraram a estratégia de transferéncia genética
sem incidente e permaneceram estaveis hemodinamicamente durante todo o periodo de

observacao.

Fase de estudo I- Analise seqiiencial da transferéncia génica endobronquica

mediada por AdhIL-10 para pulmdes in vivo.

Expressio dose-dependente da hIL-10 em pulmées doados in vivo

Uma das questdes importantes para transferéncia genética em animais
maiores ¢ a dose. Nao se pode diretamente extrapolar as doses usadas por animais
pequenos em modelos de grandes animais usando-se tdo somente o peso corporal. Nesta
fase I do estudo, foram testadas diferentes doses de AdhIL-10 em pulmdes de porcos
doadores por 12 horas de transfeccdo, um periodo razoavel para um doador, em uma
situacao clinica real, ser identificado e para que todo processo estrutural de uma retirada
de multiérgdos, planejada. Doses mais baixas do que 4x10' pfi/ml de AdhIL-10 em
ambos os pulmdes ndo deram quantia mensuravel de hIL-10 em tecidos pulmonares.
Quando a transfecgdo foi feita com 4x10' pfi/ml de AdhIL-10 somente no pulmio
esquerdo por 12 ou 24 horas, um significativo aumento dos niveis de expressao de
AdhIL-10 foi detectado (Figura 10A)(35.2+13.4, e 100.1+7.7, respectivamente;
p=<0.003). Nao foi observada diferenca significativa na expressdo de AdhIL-10, entre os
diferentes lobos pulmonares de um mesmo animal, indicando uma consistente

distribuicdo de gene no pulmao (figura 10B).
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Figura 10 — Expressdo de hIL-10 em pulmdes de porco depois de diversas doses em transfec¢éo in vivo.
(A). Niveis de hIL-10 em tecido pulmonar homogeneizado depois de periodos diferentes de transfecgao
endobronquica em pulmdes de porcos (n=14). Os niveis comecam a ser estatisticamente significativos
apos 4x10" pfi/ml de AdhIL-10 no pulméo esquerdo apenas em 12 e 24 horas (p<0.003).(B) Niveis de
hIL-10 por lobo pulmonar ap6s transfeccdo in vivo (p = 0.001). Abreviacdes: AP ambos pulmoesl; PE
pulmado esquerdo, LSD lobo superior direito;, LM lobo médio; LCD lobo caudal direito; LID lobo

inferior direito; LSE lobo superior esquerdo; LCE lobo cardiaco esquerdo,; LIE lobo inferior esquerdo.
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A imunohistoquimica demonstrou expressdo transgénica em grandes e
pequenas vias aéreas dos pulmdes transfectados com hIL-10, com uma coloracio
marrom espalhada em todo o revestimento epitelial (figura 11A) e também no nivel
alveolar. Uma maior ampliacdo (figura 11B) revelou que em pequenas vias aéreas havia
claramente hIL-10 expresso. Células intersticiais e macrofagos alveolares também
manifestaram positividade para hIL-10, como observado pelo imunopatologista .Este
estudo demonstrou transfec¢do e expressdo génica adequados de hIL-10 nos pulmdes
apods 12 horas de transfec¢dao de doador in vivo. Nao houve visualizagdo de positividade

na imunohistoquimica nos controles com o anticorpo primario omitido e substituido por

PBS-BSA (figuras 11C e 11D).
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Figura 11 - .Deteccdo de hIL-10 através de imunohistoquimica em tecido pulmonar pds-transplante. A
coloragdo para hIL-10 (marrom) esta demonstrada nas células epiteliais de grandes vias aéreas (A) e
alvéolos (B). Exemplos de controles negativos para grandes e pequenas vias aéreas sem o anticorpo

especifico para hIL-10 podem ser visualizado em (C) e (D).

Fase de estudo II - Efeito da transferéncia génica endobronquica mediada
por adenovirus hIL-10 in vivo em alotransplante em grandes animais.

A transferéncia genética hIL-10 melhora a funcio do enxerto de pulmao
pos-transplante.

Os niveis médios de PaO; no sangue arterial dos doadores em 12 horas do
tempo de transfec¢do nos grupos de estudo A foram em mmHg: 200.2+14.6; 197.8+5.8;
e 188.1+13.8 controle, vetores vazios ¢ AdhIL-10, respectivamente (p>0.05). Todos os

grupos mantiveram uma ventilacdo mecanica com um FiO, de 40%, procurando-se,
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assim, evitar toxicidade do oxigénio no parénquima pulmonar. Os niveis de PaO, dos

doadores nao foram significativamente diferentes entre os grupos de estudos individuais
(Figura 12).
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Figura 12 — Niveis de PaO, arterial apds distribuicdo endobronquica de AdSEIRSVhIL-10. Note-se que

0s niveis iniciais correspondem ao periodo em que o animal foi ventilado com FiO, de 100%. Logo ap6s,

a saturacdo foi reduzida para 40% e mantida por 12 horas.
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Figura 13 — Niveis de PaO, arterial apos reperfusao do pulmio esquerdo transplantado. Periodo de

transfeccdo génica 12 horas; tempo de isquemia fria 18 horas. * p<0.05.
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O pico de pressao nas vias aéreas (PPVA) ¢€ estritamente relacionado com a
severidade do dano alveolar e intersticial. A PPVA ¢ uma medida confidvel do edema
do pulmdo durante os periodos de ventilagdo pds-transplantes e reperfusdo. As mais
baixas medidas na PPVA durante o periodo de reperfusdo nos trés grupos no estudo A
foram vistos nos pulmdes com AdhIL-10 comparados com os vetores vazios e controles
(24.8+0.8; 30.4£1.6; 37.3+£3.1, AdhIL-10, vetores vazios e controle, respectivamente,
p< 0.05) (Tabela 4).
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Figura 14 — Niveis de PaO, arcriai apous reperiusao ao puimao esquerdo transplantado. Periodo de

transfec¢do génica 24 horas; tempo de isquemia fria 24 horas p<0.05.

O edema pulmonar com o tempo de 24 horas de transfec¢do e 24 horas de
armazenamento foi também significativamente menor nos pulmdes com AdhIL-10 do
que os pulmdes controles (6.1+.4; 10.1+£0.8; AdhIL-10 e controle, respectivamente,
p<0.05). Também percebeu-se que a razdo de peso umido-seco em AdhIL-10 —12h
(Estudo A) e AdhIL-10 —24h (Estudo B) os pulmdes ndo diferiram significantemente de

cada um dos outros, repetindo os mesmos resultados prévios em modelos de roedores
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(Fischer et al.,2001) (Tabela 4). No grupo de transfec¢cao 24 horas, novamente a AdhIL-
10 teve resultados mais baixos de PPVA do que nos controles (24.5+4.9; 32+8.4,
AdhIL-10 e controle, respectivamente p<(.03). Percebeu-se que a razao de peso imido-
seco tecidual pulmonar aumentou consideravelmente apds o prolongamento do tempo
de isquemia fria. Esse achado corrobora com o fato de que a injuria induzida fora

mesmo de maior intensidade.

Tabela 4 — Medidas dos pardmetros fisioldgicos apds transfeccdo génica de

AdSE1RSVhIL-10

Pa0O, Média U/S Média PPVA Média
Grupo (mmHgq) (cmH.0)
IL-10 12h 511£71* 6.1+0.6* 24.810.8*
VV 12h 256+182 7.5+0.8 30.4%1.6
CONTROLE 12h 423173 6.3+0.8 37.3+3.1
IL-10 24h 396+166** 6.1£0.4** 24.514.9*
CONTROLE 24h 104138 10.1+£0.8 32.118.4

Efeito da transfeccdo génica de hIL-10 na fun¢do pulmonar poés-transplante: pardmetros fisiologicos. *
p<0.05 versus vetores vazios, ** p<(.05. Abrevia¢des: U/S — razdo de peso imido-seco; PPVA — pico de

pressdo nas vias aéreas; VV vetores vazios.

Os niveis de PaCO, mantiveram-se estaveis em ambos o0s grupos, sem

diferencas significativas. Da mesma forma, a pressdo arterial média, a pressdo de
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enchimento da artéria pulmonar e a elastdncia ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significantes (valores ndo demonstrados).

Citocinas pro e antiinflamatorias no plasma do receptor e homogeneizado de
pulmio transplantado

ELISA foi usado para medir FNT-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 porcinas,
e IL-10 humana no tecido homogeneizado do pulmio e no plasma, na conclusdo do
periodo de reperfusao.

A hIL-10 tecidual foi detectdvel somente nos grupos nos quais os animais
receberam AdhIL-10. Os niveis de hIL-10 no plasma ndo foram detectaveis em todos os
animais receptores no grupo de 12 horas de transfeccdo (Estudo A). O mesmo foi

verificado no grupo de transfec¢do 24 horas (Figura 15).
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Figura 15 — Expressdo de hIL-10 durante o transcurso do transplante de pulmao (grupos de 12h e 24h de
tempo de transfeccdo génica , respectivamente A e B) ). ¥*p< 0.05. Abreviagées: TIF: tempo de isquemia

fria; TIM: tempo de isquemia morna;1h: 1 hora apods reperfusdo,; 2h: 2 horas apos reperfusdo.
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Verificaram-se niveis reduzidos de IL-6 suina no tecido pulmonar do grupo
AdhIL-10 no estudo A, quando comparado ao grupo com transfec¢ao de vetores vazios,
porém sem significancia estastistica (p<0.07). Quando analisamos os resultados dos
grupos no estudo B, houve um aumento dos niveis de IL-6 nos controles, e um bloqueio
de sua libera¢do no grupo AdhIL-10 —24h (p<0.006 na 1° hora e p<0.002na 2° hora
apos reperfusdo). No plasma do receptor, os grupos do estudo A evidenciaram um
importante aumento no nivel de IL-6 no grupo vetor vazio quando comparado com o
grupo AdhIL-10 no tempo todo dos experimentos. Altos niveis sdo atingidos apos 2
horas do transplante do pulmao (0 min ap6s a reperfusdo: 5.6£5.6 controle; 73.1+27.3
vetor vazio; 8.9+8 AdhIL-10. 60 min apdés a reperfusdo: 58.6+£16.7; 134.9+£30.8; e
35.445.9, respectivamente. Apds 120 min da reperfusdo: 147+46.5; 231.3+£36.9; ¢
69.1£26.9, respectivamente). O estudo B também foi capaz de confirmar esses
resultados. Os niveis medidos foram significativamente atenuados no grupo AdhIL-10
(Figura 16). Os niveis IL-6 porcina foram elevados no tecido do pulmao e amostras do
plasma principalmente no grupo vetor vazio no estudo A (p<0.07), e no grupo de
controle no estudo B (p<0.002). Esse pode ser relacionado com uma forte reagdo
inflamatoria causada pelo vetor vazio, € um longo periodo de armazenamento no estudo
B. Em ambos os estudos, todavia, os porcos transfectados com hIL-10 foram capazes de

bloquear a liberacao do IL-6, mostrando um efeito protetor neste cendrio.
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Figura 16 — Niveis de sIL-6 durante o transcurso do transplante de pulmio. O grafico A corresponde aos niveis
obtidos nas amostras de tecido homogeneizado de pulméo no estudo A (p<0.07 entre os grupos VV e hll-10). O
grafico B relaciona-se com os niveis de IL-6 obtidos nas amostras de tecido homogeneizado de pulméo no estudo B
(*p<0.006 na 1* hora e **p<(.03 na 2° hora ap6s a reperfusio do pulmao transplantado). O grafico C demonstra os
niveis de sIL-6 no plasma do receptor no estudo A (***p<0.05 entre os grupos hIL-10 e VV em 30, 60 e 120 minutos
apos a reperfusdo); o grafico D mostra os niveis séricos de sIL-6 no receptor no estudo B (#p<0.03 et# p<0.002 em
60 e 120 minutos de reperfusdo, respectivamente. Abreviagoes: TIF: tempo de isquemia fria; TIM: tempo de

isquemia morna,. VV vetor vazio, hIL-10 grupo com transfec¢do AdSEIRSVhIL-10
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Os resultados de IL-8 suina no tecido pulmonar ndo demonstraram
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos no estudo A. Quando
analisamos os resultados dos grupos no estudo B, houve um aumento dos niveis de 1L-8
nos controles, e um bloqueio de sua liberagdo no grupo AdhIL-10 —24h (p<0.02 na 2°
hora apos reperfusdo) (Figura 17). No plasma do receptor, os grupos do estudo A nao
evidenciaram diferengas significativas entre os trés grupos. No estudo B houve
diferenga estatisticamente significativa somente em 30 minutos apds a reperfusdo
(»<0.02). Esses resultados podem ser relacionados como os achados da sIL-6. Em
ambos os estudos, todavia, os porcos transfectados com hIL-10 foram capazes de
bloquear a libera¢do do IL-6 e da sIL-8 na 2° hora de reperfusdo, mostrando novamente

um bloqueio das interleucinas pré-inflamatorias.
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Figura 17 — Niveis de sIL-8 durante o transcurso do transplante de pulmio. O grafico A corresponde aos niveis
obtidos nas amostras de tecido homogeneizado de pulméo no estudo A. O grafico B relaciona-se com os niveis de IL-
8 obtidos nas amostras de tecido homogeneizado de pulmdo no estudo B (*p<0.02 na 2* hora ap6s a reperfusio do
pulmao transplantado).. Abreviagoes.: TIF: tempo de isquemia fria;, TIM: tempo de isquemia morna;. VV vetor vazio,

hIL-10 grupo com transfecgcdo AdSEIRSVhIL-10
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A producdao de endogena IL-10 porcina nos grupos de estudos nao
demonstrou um perfil diferente da expressdao hIL-10 no grupo de transfec¢ao de 12
horas. O nivel de IL-10 no parénquima pulmonar - AdhIL-10-24 horas - mostraram
tendéncia a reducao, comparados com os controles apos 2 horas da reperfusao (15.8+3.3
pg/mg proteina nos controles; e 10.2+0.5 pg/mg proteina nos AdhIL-10 p<0.I). Esses
resultados também foram observados por outros (de Waal Malefyt et al., 1991). A IL-10
tem um efeito auto-regulador em sua propria liberagdo. No presente trabalho, foi
determinado que a producao endégena de IL-10 nao foi diminuida pela transfec¢do de
hIL-10 no cenario de 12 horas de transfec¢do e 18 horas de armazenamento a 4°C;
todavia, apos 2 horas de reperfusdo no estudo B - 24 horas do tempo de transfecgio e 24
horas de armazenamento - ocorreu uma tendéncia para inibi¢do de produgdo enddgena
de IL-10. Fischer e co-autores (2001) demonstraram previamente que a transfec¢cdo de

hIL-10 em ratos foi capaz para bloquear a producdo endogena de IL-10.

Outras citocinas porcinas pro-inflamatérias (FNT-a, IFN-y, IL-2 )
aumentadas no inicio dos estudos em transplante de pulmao, usando pequenos animais,
ndo foram bloqueadas por neste estudo com animais maiores no estudo A(Tabela 5) e

no estudo B (Tabela 6), com excecdo de sIL-8 e sIL-2 na 2°. hora pds-reperfusio.

A correlagdo de citocinas pro-inflamatérias e niveis de oxigenagdo
sangiliinea ap6s 2 horas de reperfusdo surpreendentemente demonstrou uma nitida
divisdo. Os animais com AdhIL-10 apresentaram melhores niveis de PaO, que os do
grupo-controle. As citocinas escolhidas para essa avaliagdo foram IL-6 e IL-8
especialmente pela sua alteragdo em situacdes de estresse impostas ao pulmio. O

laboratério ja havia demonstrado que em pacientes com um pobre resultado pos-
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transplante, IL-8 aumenta significativamente (de Perrot et al, 2002) (Figura 18).
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Figura 18 — Correlagdo entre sIL-6 e sIL-8 e a funcdo pulmonar. sIL-6 ap6s 2 horas de reperfusdo
correlaciona-se negativamente com a oxigenacdo arterial (r=0.8; p<0.002). sIL-8 apresenta uma

distribui¢do mais discrepante sem significado estatistico.
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Tabela 5 - Niveis de citocinas observadas apos tempo de armazenamento e 2 horas de reperfusao pos-

transplante no tecido pulmonar — Estudo A (médiatdesvio padrdo em pg/mg de proteina)

siL-2 siL-8 slL-10 sFNTa sIFN-y

TIF

CONTROLE 7.0£0.1 106.6+37.5 7.6x4.1 22.5%£3.3 21.119.3

vV 8.3%1.4 92.4+37.1 10.1%2.7 17.7+4.5 14.7£11.5

AdhIL-10 10.6%1.3 94.9+28.7 11.4%£3.8 18.5+6.2 16.7%£10.2
TIM

CONTROLE 11.5£0.3 89129 7.1%£3.8 19%6.1 12.5%3.3

vV 9.8%+2.6 99.1+29.9 10.7%5.6 2014.6 13+3.9

AdhIL-10 9.4+3.3 110.1%23.4 14.2+4.6 23.8%7.8 15.6%4
1h

CONTROLE 6.7%0.2 67.1£18.7 5.5%£3.01 11.8+2.8 8.17%3.3

vV 6.710.9 78.4£19.1 7.9%1.5 14.9%3.5 10.8+4.8

AdhIL-10 6.16%2.6 105.9%61.2 10%£4.8 18.3%13.8 11.819.6
2h

CONTROLE 5.5%+0.1 95.6%£49.9 4.7%¥2.1 12.1%£3.1 6.7+2.1

vV 6.1%1.9 102.8+130.5 8.1£3.7 11.718.2 11.1+14.2

AdhIL-10 4.8%0.9 79.5+38.9 8.5+3.1 11.4%3.9 8.4%£5.1

Abr.: TIF: tempo de isquemia fria; TIM: tempo de isquemia morna; 1 h: 1 hora apos reperfuséo; 2 h:
2 horas ap0s reperfusdo; sIL-2: interlucina 2 suina, sIL-8: interleucina 8 suina; sIL-10: interleucina 10
suina; sTNFa: fator de necrose tumoral- alfa suino; sIFNy: interferon- gama suino.
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Tabela 6 - Niveis de citocinas observadas apds tempo de armazenamento e 2 horas de reperfusdo pos-
transplante no tecido pulmonar — Estudo B (médiat+desvio padrdo em pg/mg de proteina)

siL-2 siL-8 siL-10 sTNF-a sIFN-v

TIF

CONTROLE 5.56%0.3 40.6213.5 9.5%3.4 17.324.8 9.7+4.4

AdhIL-10 5.6%0.9 37.9x7.3 9.1%2 18.86.4 8.312.1
TIM

CONTROLE 6.0%1.9 33.1:6.3 8.5£2.4 15.322.5 8.7£3.6

AdhIL-10 7.241.7 37.2%4.3 9.1%1.6 20.616.5 12%5.6
1h

CONTROLE 6.1%0.7 68.1£30.9 7.1%2.2 15.521.9 6.7%1.5

AdhIL-10 7.1%0.8 41.5%9.8 9.5£3.1 21.1%4.2 7.5£3.2
2h

CONTROLE 5.8+0.3 171.792 15.88.1 22.3+4.8 10.245.2

AdhIL-10 5.1%0.7 * 56.2+23.5 ** 10.3%1.4 16.923.3 8.614

Abr.: TIF: tempo de isquemia fria; TIM: tempo de isquemia morna; 1 h: 1 hora apos reperfusdo; 2 h: 2 horas
apos reperfusao; sIL-2: interlucina 2 suina, sIL-8: interleucina 8 suina; sIL-10: interleucina 10 suina;
sTNFa: fator de necrose tumoral- alfa suino; sIFNy: interferon- gama suino. * p<0.03; ** p<0.02.
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Inflamacao pos-transfeccao

A verificacao do processo inflamatdrio nas laminas dos tecidos pulmonares
pos-transfeccio revelaram resultados evidentes. A inflamagao alveolar no grupo vetor
vazio foi significantemente mais intensa do que no grupo controle. Células infiltrativas
foram encontradas dentro do espago de ar alveolar e intersticio; inflamagdes
peribronquica e perivascular foram também muito intensas no grupo vetor vazio.A lesao
epitelial das vias aéreas foi evidente no vetor vazio e menos acentuada no AdhIL-10. O
grupo de AdhIL-10 mostrou uma leve inflamagdo peribronquica e alveolar. Os animais
controles ndo mostraram lesdo epitelial nas vias aéreas durante todo o tempo de curso

destes estudos (Figura 19).
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Figura 19 — A coloragdo com hematoxilina-
eosina na graduagio do processo inflamatdrio
demonstra uma forte resposta inflamatoria ao
grupo onde foi usado vetores vazios (quadro B); a
resposta inflamatdria parece limitar-se aos pontos
em houve tranfec¢do nos alvéolos no grupo com
AdhIL-10 (quadro C); e minima resposta

nflamatoria no grupo controle (quadro A).
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DISCUSSAO

Os pulmdes tém a possibilidade Gnica de serem transfectados diretamente,
evitando uma desnecessaria distribuicdo para outros orgaos. A transferéncia de hIL-10
por via endobronquica parece ser uma técnica segura e eficiente para a transferéncia
genética. Estudos t€ém demonstrado a eficdcia da transferéncia dos vetores adenovirais
de transgenes in vitro e in vivo (Cassivi et al., 1999; Cipolla et al., 2000; Hiratsuka et
al., 1999; Jobe et al., 1996; Kaplan et al., 1998; Kools et al., 1996; McDonald et al.,
1997; Partovian et al., 2000; Shean et al., 2000; Van Gonkel ef al., 1995; Whitehead et
al., 1993; Worgall et al., 1997; Yang et al., 1995 a; Yano et al., 1999 a; Yano et al.,
1999 b; Zeigler et al., 1996). Kanaan e colaboradores (2001) demonstraram melhores
niveis de transfeccdo em pulmdes de ratos usando a rota intratraqueal ao invés do
intramuscular, intraperitoneal, intravascular, e intratoracica. Tagawa e colegas (2002),
usando transfec¢do endobronquica em baixas doses para os doadores, obtiveram, em
ratos, uma melhora da funcdo pulmonar e reducdo da lesdo de isquemia e reperfusdo. A
maioria dos estudos tende a usar técnicas complexas de transfeccdo génica para os
pulmdes (McDonald et al., 1997; Katkin et al., 1997; Racza et al., 1998) e relativamente
dificeis para a aplicacdo clinica, necessitando de amplos recursos técnicos, e, muitas
vezes, expondo a equipe aos riscos dos sistemas de inalacdo, i.e. a transferéncia via
aerossol. Apesar de muitos estudos utilizarem a aerossolizagcdo, parece-nos que essa
técnica depende de muitas varidveis: i) concentracdo de particulas em aerossol, ii)
tamanho da particula (gota) (Gautan et al., 2000; Cipolla et al., 2000). Estes estudos
mostraram que grandes particulas muitas vezes impactam nas grandes vias aéreas nao
alcancando, dessa forma, os alvéolos; iii) da ventilagdo minuto ¢ da retencao de

particulas (McDonald et al., 1997). Nesse estuodo, todavia, a transferéncia
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endobronquica mostrou-se uma técnica simples. Quando este método for usado em um
cenario clinico real, € essencial a praticidade dos aparelhos e equipamentos para o grupo
de retirada e coleta de 6rgaos. A técnica endobronquica ¢ altamente eficiente; a dose
administrada alcangara os segmentos pulmonares, independentemente do volume.
Mesmo pequenas quantidades de liquido introduzido através das vias aéreas podem
chegar aos alvéolos, como previamente descrito por Kharasch e colaboradores (1991).
A técnica endobronquica também tem a vantagem da seletividade: usando um
broncoscopio flexivel, ¢ possivel escolher entre a transfec¢do de tinico ou ambos os
pulmdes, que ndo ¢ factivel com outras técnicas de distribuicdo de vetores por outras
vias. A seguranga € outro aspecto a ser considerado: pequenas particulas do sistema em
que se utiliza aerossol podem facilmente extravasar do sistema, expondo a equipe
envolvida neste procedimento. A distribuicdo endobronquica também mostra-se
acurada, pois a dose ¢é previamente determinada e, introduzindo-se através de um meio
liquido, torna-se remota a possibilidade de perda do material por dispersdo nas vias

aéreas

O sucesso da terapia genética estd intimamente relacionado com uma
quantidade apropriada de um gene terapéutico inserido no tecido alvo sem toxicidade
substancial. Uma relagdo dose-toxicidade para multiplos érgaos, especialmente figado e
pulmao, assim como anormalidades da coagulacdo sangiiineas sdo descritas em primatas
nao-humanos (Lozier et al., 2002). Investigadores obrigam-se a escolher entre aceitar
um grau alto de inflamagdo e citotoxicidade acompanhando a administragdo de doses
mais elevadas de vetor, que irdo por sua vez encurtar a duragdo da expressdo
transgénica, ou usar doses mais baixas, atingindo uma transdu¢do mais limitada

(Cartmell et al., 1999; Cotton et al., 1994; Geissler et al., 1997; Goldman et al., 1995;
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Hasegawa et al., 2000; Thomas et al., 2001). Zsengeller e co-autores (1997)
demonstraram que vetores adenovirais podem romper a homeostase do surfactante em
pulmdes de camundongos. Gerdes e colaboradores (2000) postularam que
citotoxicidade e reacao inflamatodria estao fortemente relacionadas com a eficiéncia dos
promotores adenovirais. Usando genes de informagdo (f-galactosidase), Gerdes
demonstrou que, acompanhando a transducdo adenoviral mediada da célula do cérebro
in vivo, uma Unica unidade viral infectante ¢ capaz de produzir niveis detectaveis de
expressdo transgénica e transferéncia genética dentro do cérebro proxima de 100%.
Dessa maneira, o aumento da dose do vetor ndo ¢ seguida por resultados melhores.

Basicamente, a transferéncia endobronquica possibilita diminuir a quantidade de vetor

necessario para uma transfec¢do eficaz (Tagawa et al., 2002).

A determinagdo da dose para uma transfec¢do ativa, mas nao toxica, em um
modelo de animal grande ¢ uma missdo complexa. Trabalhos prévios tém indicado que
altas doses de transferéncia adenoviral mediada levam a lesdo no endotélio vascular.
Nos pulmdes, bronquiolites ativas e inflitrado inflamatério agudo ou cronico pode ser
vistos (Morral et al., 2002). Demonstrou-se no presente estudo que uma dose baixa
como 4x10' pfiu/ml em apenas um pulmio (esquerdo), em um modelo suino, nio
induziu a uma situagdo toxica com repercussio fisioldgica sistémica, e mostrou-se
altamente eficiente e seletiva. Todos os animais permaneceram hemodinamicamente
estaveis no experimento. Da mesma forma, ndo existiram sinais sistémicos de infec¢@o
viral. Os outros oOrgdos — coragdo, pulmio direito, bago, figado e rins — ndo
apresentaram niveis detectaveis de hIL-10 através das analises ELISA, mesmo quando o

periodo de transfeccdo foi aumentado para 24 horas.
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A terapia genética tem basicamente duas vantagens muito importantes no
cenario de transplante clinico. Primeiro, sabe-se que a IIR ocorrerd em um ponto de
tempo previsivel. Isso permite a aplicagdo de abordagens de precaucdo a serem
aplicadas antes do insulto ocorrer. Segundo, a transfeccdo acontece nas células nao—
enfermas com todos os componentes da membrana intactos, fornecendo uma melhor
endocitose. Ao contrario de outras desordens, onde a terapia genética pode ser
empregada como uma modalidade terapéutica, em IIR significativas que ocorrem apds o
transplante do 6rgdo, uma expressao transitoria da proteina desejada ¢ requerida, por um
periodo relativamente curto. Assim, a terapia génica poderia ser efetiva no transplante,
onde o enxerto pulmonar proprio pode usar a maquinaria de sintese de proteina para
expressar um gene estrangeiro, e ter a proteina protetora correspondente (IL-10) ja
sintetizada na hora da reperfusdo de enxerto. Além disso, é possivel limitar a reagdo
inflamatoria e as respostas imunes do receptor, pois ha a necessidade de
imunossupressao com drogas que atuam diretamente no sistema, bloqueando as cascatas
intracelulares de modulacdo a reacdo imune. Cassivi e colaboradores (1999) acenaram,
ainda, com a possibilidade de se efetuar retransfec¢ao, como um meio de fornecer uma
terapia génica de longa duracdo. Todavia, esse processo ¢ significativamente limitado
pela resposta imune, acreditando-se que a incapacidade de transfeccdo efetiva seja
devido a anticorpos neutralizantes produzidos pelas células B em resposta a
apresentacdo das proteinas virais inseridas ao complexo de histocompatibilidade classe

II.

Neste estudo, a transfecgdo hIL-10 reduziu a injaria de isquemia-reperfusao.
Os resultados fisiologicos dos pulmdes mostraram uma melhora na fungdo do 6rgao,

notada principalmente nos niveis de PaO, — padrao-aureo adotado para a avaliacdo da
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performance pulmonar — no grupo com AdhIL-10. Um achado importante foi que os
resultados PaCO, , em todos os grupos, ndo tinham mostrado diferencas significantes;
portanto ndo houve retengdo de CO, devido a lesdo na membrana de troca. Outras
informacgodes, como o pico de pressdo nas vias aéreas € a razdo de peso umido-seco do
parénquima pulmonar demonstraram uma propensdao a melhora da funcdo do pulmao
nos grupos transfectados com AdhIL-10. A média da pressdo sanguinea sistémica

permaneceu estavel em todos os grupos.

Muitos estudos tém mostrado a toxicidade mediada por vetores adenovirais,
especialmente dose-relacionada. Neste estudo, no grupo com vetores vazios
demonstrou-se uma forte reacdo toxica, com a oxigenacdo sangiiinea confirmando a
ocorréncia de uma grave lesdo no parénquima pulmonar. Essa lesdo foi também
comprovada pelos resultados das citocinas proé-inflamatorias, como IL-6 IL-8, e na
analise histologica - coloragdes por hematoxilina-eosina-. Os mecanismos para esta
acdo sao intimamente relacionados com a ag¢do da hIL-10. A habilidade da IL-10 para
inibir a producdo de citocina por ambas as células T e Natural Killer foi indireta, via
interferéncia com a funcdo de células acessorias (macrofagos/mondcitos) (de Waal
Malefyt et al., 1991; Ding et al., 1993). A IL-10 inibe a produgdo de FNT-a e IFN-y
pelos macrofagos e outros tipos de células que, em parte, explicam seu efeito
antiinflamatério em pequenos animais (Fischer et al., 2001). Em estudos com
aloenxertos vascularizados de coragdo em camundongos, o tratamento de IL-10 anterior
a enxertia dos animais receptores melhorou a sobrevida do 6rgao transplantado (Li et
al., 1999). Resultados semelhantes foram também obtidos por aloenxertos de figado em
ratos (Zou et al., 1998). Em um modelo de IIR do miocardio, a IL-10 exdgena

administrada teve um efeito protetor, traduzido na redugdo da creatinoquinase



69

miocardica e atenuagdo da atividade da mieloperoxidade cardiaca (Hayward et al.,
1997). A IL-10 endogena pode regular a resposta imune mediada por células Thl, a qual
induz a glomerulonefrite (Kitching ef al., 2000). Estudos demonstraram que a
deficiéncia de IL-10 estd relacionada com o desenvolvimento de enterocolite cronica
(Kuhn et al., 1993). Ha associagdo descrita de IL-10 com a resposta hiperativa das vias
aéreas apos sensibilizagdo alergénica (Mikeld et al., 2000). Ralph e colaboradores
(1992) evidenciaram que IL-10 é capaz de bloquear a producdo de FNT-a e IL-1. Na
injuria de isquemia-reperfusdo pulmonar, a administracdo exogena de IL-10
recombinante, 15 minutos antes do clampeamento hilar (in situ isquemia quente),
mostrou reducdo dos niveis de FNT-a nos macrofagos alveolares, apés 90 min de
isquemia seguida por 4 horas de reperfusdo, quando comparada com um grupo de
isquemia ndo-tratado. Uma reducdo no indice de permeabilidade microvascular
pulmonar foi também observada no animal pré-tratado com IL-10 (Eppinger et al.,
1996). Tais observagdes sugerem um papel inibitério fundamental do IL-10

previamente e durante as repercussoes iniciais no transplante de 6rgaos.

Fischer e colaboradores (2001) usando basicamente o mesmo esquema de
montagem de estudo em ratos, conseguiram evidenciar uma diminui¢do nos niveis de
FNT-a, IFN-y, isto ndo foi encontrado no presente estudo. Os testes usando ELISA em
homogenados de tecido pulmonar e plasma do receptor ndo mostraram bloqueio de
liberagdo dessas citocinas, mas houve diminui¢do significativa na dosagem de IL-6,
principalmente no estudo B. Isso concorda com o fato de que 12 horas talvez ndo seja
um periodo suficientemente longo para que o metabolismo em grandes animais

desencadeie a resposta inflamatoria. De Perrot e colaboradores (2001), em um estudo
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clinico em pacientes submetidos ao transplante de pulmao também nao demonstraram

alteragdes com FNT-a e IFN-y.

A lesdo causada em transplante de 6rgaos nao se limita somente a injria de
isquemia-reperfusdo. O processo também envolve as lesdes sofridas durante a morte
cerebral, onde h4a uma alteracdo da regulagdo homeostatica com profundos distirbios
nas fungdes endrdcrinas. Esses mecanismos sdo caracterizados pelo aumento subito de
catecolaminas circulantes associadas com hipertensao sistémica e pulmonar (tempestade
autondmica) (Bittner et al., 1995). Da mesma forma, as solu¢des de preservagdo, a
despeito de uma continua melhora, ainda exibem uma duragdo limitada no tempo de
prote¢do do orgdo. Poucos estudos tém analisado os efeitos do volume, pressdo e a
temperatura da solugdo durante o flushing. Haverich e co-autores (1986) demonstraram
que pulmdes irrigados com solugdes de preservagdo em rapidas instilagdes de volume
apresentaram melhor esfriamento e melhor fungdo apos a reperfusdo. Embora pulmoes
desinsuflados possam ser seguramente preservados em baixas temperaturas,por 5-6
horas em humanos e por mais de 24 horas em modelos porcinos (The Toronto Lung
Transplant Group, 1988; Steen et al, 1994 a; Steen et al, 1994 b), ha um grande nimero
de experimentos desde a década de 1970 sugerindo que a preservagdo ¢ mais efetiva
quando os pulmdes sdo mantidos inflados com oxigénio (Sakuma, et al., 1999; Thomas
& Buchman, 1971; Van Raemdonck et al., 1997; Veith et al., 1971; Veith et al, 1976).
E relevante destacar os efeitos prejudiciais do armazenamento em isquemia fria: a
hiportermia diminui o metabolismo, as reagdes bioquimicas sdo diminuidas e a
velocidade de degradagdo dos componentes celulares essenciais para a viabilidade do

orgdo ¢ reduzida. Um ntimero de eventos ocorre com a isquemia fria: inativagdo da
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bomba de sodio, acidose intracelular, aumento de calcio, estresse oxidativo, disfun¢ao

do surfactante pulmonar e, conseqlientemente, morte celular.

Atualmente, um periodo de 6 horas equivale ao periodo admitido de
armazenagem em transplante de pulmdo, enquanto 18 a 24 horas de armazenagem
fornecem um modelo com IIR apoés transplante. O préximo passo, apds o estudo A, foi
aumentar o tempo do periodo e isquemia fria, uma vez que se concluiu que 12 horas de
transfeccdo e 18 horas de armazenagem nao foram suficientes para criar injuria nos
animais do grupo controle. Nesse momento, foi essencial criar um pulmao mais lesado.
Ampliou-se, entdo, o tempo de transfec¢do para 24 horas (os mais altos niveis de
transfec¢do hIL-10 em pulmdes doados), e igualmente um mais longo armazenamento
(24 horas) para se obter um pulmao doador com grande lesdo. Esta meta foi atingida no
estudo B com esse aumento de tempo de isquemia fria: os animais com hIL-10 — 24
horas de transfec¢do de pulmao - mostraram significativos niveis mais altos de PaO, do
que pulmdes que receberam o diluente apds 2 horas de reperfusdo (396.2+166.7,

104.3+£38.1, AdhIL-10 e controle, respectivamente, p<0.05) (Figura 14).

Decidimos estender o periodo de armazenagem para 24 horas com o intuito
de aumentar a injuria dos pulmdes. O transcurso deste estudo comprovou que 18 horas
de tempo de isquemia fria ndo causou dano pulmonar suficiente no grupo de controle.
Em modelos prévios com ratos no laboratdrio de cirurgia toracica da Universidade de
Toronto, a transferéncia genética mediada de hIL-10 no pulmao dos doadores melhorou
a fun¢do do pulmao de ratos receptores apos 6 e 24 horas de preservagdo, mas apds 24
horas os resultados fisioldgicos, principalmente a PaO,, mostraram-se melhores (mais

altos) — dados ndo publicados. No presente estudo, um segundo momento, aumentando-
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se o tempo de armazenagem para 24 horas, mostrou-se que a hIL-10 teve um efeito

protetor no enxerto de pulmao.

A eficiéncia da transferéncia genética e expressao dependem da presenga de
receptores virais apropriados em alta densidade, dos processos de internalizagdo viral e
transferéncia do genoma a partir dos endossomos para o nucleo das células infectadas, e
da eficiéncia da transcrigdo—tradugdo transgénica (Gerdes et al., 2000). O tempo de
transfecgdo ¢ também importante para a eficiéncia. O grupo de Toronto demonstrou
que, nas primeiras horas apds a transfec¢do, ha uma piora nos resultados de varidveis
fisiologicas: niveis baixos de PaO,, mais provavelmente relacionados com a reagdo
inflamatoria inicial devido ao vetor adenoviral. Assim, quando estudadas 12 horas e 24
horas do tempo de transfec¢do, ndo houve diferengas estatisticas e clinicas entre esses
dois grupos em um modelo com ratos. Li e colaboradores (1999) provaram que
fornecendo IL-10 no momento ou apds o procedimento de enxertia havia apenas um
pequeno efeito benéfico no tocante a rejeicdo, ou até mesmo uma piora do quadro.
Estudos em ratos tém mostrado até agora que 10’ — 10° unidades infecciosas por
mililitro (pfu/ml) sdo necessarias ser injetadas no pulmio para detectar-se expressao
transgénica mensuravel. Em grandes animais, doses como 10" pfi/ml podem produzir
lesio em multiplos o6rgdos. Doses crescentes dos vetores adenovirais de primeira-
geracdo distribuidos no cérebro de ratos estdo relacionados com crescente
citopatogenicidade, ndo se correlacionando, todavia, com transdug¢do mais alta apos
administracao do vetor (Thomas et al., 2000). Contudo, a expressao da proteina do gene
transfectado ¢ dose-dependente (Partovian et al., 2000). A chave central é obter um

nivel relevante protetor sem maiores lesdes. Este estudo provou que 4x10'° pfi/ml no

pulmao esquerdo no transplante de pulmao em porcos doadores alcanga essas metas.
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Doses baixas de proteina IL-10 exdgena tendem a ser protetoras, enquanto
doses mais altas agravavam a rejeicdo (Zou et al., 1998). Esse aspecto ¢ mais dificil de
avaliar em estudos de transferéncia genética por causa da quantidade de IL-10
biodisponiveis, da eficiéncia da transferéncia de vetor, dos niveis de expressao em
células infectadas e de suas locagdes clinicas in vivo, e, finalmente, de quao rapido suas
expressoes ou viabilidade estardo comprometidas pelas reagdes do receptor e meia-vida
do IL-10 in vivo. Os efeitos perceptiveis do IL-10 nos aloenxertos de 6rgios sao
resultados de multiplos fatores incluindo tempo, quantidade e cinética das citocinas,
assim como o impacto relativo de atividades diferentes do IL-10 em cada combinagdo
particular experimental e sistema modelo (Moore et al., 2001). Ficou demonstrado no
presente trabalho que a reagdo da producdo de endogena de IL-10 suina nao melhora a
IIR adequadamente, mas a transfeccdo adenovirus-mediada de hIL-10 para os pulmdes
dos doadores, in vivo 24 horas antes da retirada do 6rgdo e o transplante, melhora a
funcdo inicial do enxerto apds o transplante pulmonar. Os niveis endégenos de IL-10
foram semelhantes aqueles detectados nos pulmdes apos 12 horas de transfecc¢do in
vivo. Isso indica que o curto tempo de transfeccdo in vivo de 12 horas provavelmente
ndo ter efeitos tdo consideraveis nos resultados pds-transplante, quando comparados a
abordagem usando-se 24 horas de transfec¢do in vivo. Curiosamente, em trabalhos
prévios em ratos, tempos de 6, 12 e 24 horas de transfec¢do in vivo, pré-retirada do
orgdo, tiveram os mesmos resultados na fungdo do pulmao enxertado (Cassivi et al.,

1999; De Perrot et al., 2001; Fischer et al. 2001).

Havia também sido mostrado que um curto tempo de transfeccdo ndo

aumentava a PaO,, ocorrendo justamente o oposto (de Perrot et al., 2001). Aumentando-
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se o tempo no modelo, entretanto, niveis mais altos de oxigenacao nos tecidos foram
atingidos. Desse modo, ap6s a conclusdao de duas horas do periodo de reperfusdo, os
niveis de PaO; nos pulmdes foram significativamente mais elevados do que em pulmdes
vetor vazio (p<0.05). Nao houve diferengas estatisticas entre os grupos hIL-10 e
controle (510.9£71.4; 423.02+173.5; e 256.5+182.1, AdhIL-10, controle e vetor vazio,
respectivamente). Nessa fase do estudo, observou-se que o tempo de 18 horas de
isquemia fria ndo casou injuria grave nos pulmodes, com redugdo significante da
oxigenagdo. Os estudos concluiram que as solugdes de preservacdo sdo capazes de
manter a fun¢do do pulmao por periodos superiores a 24 horas (Date et al.,1993; Steen
et al., 1994 a; Steen et al., 1994 b). Contudo, verificou-se que os grupos de animais de
vetor vazio tiveram uma dramatica reducao dos niveis de PaO,. Essa foi uma das nossas
primeiras descobertas deste estudo: o produto adenoviral usado causa uma acentuada
reacdo inflamatdria, piorando a fun¢do do pulmao. Quando a hIL-10 foi introduzida no
vetor-adenoviral, ela resgatou a lesdo induzida pelo vefor vazio; nessa situacdo, a fungao

do pulmao foi melhorada e a reagdo antiinflamatéria diminuida (Figura 13).

A interleucina—6 (IL-6) ¢ uma citocina que pode ser correlacionada com
prognostico clinico de lesdo pulmonar (The Acute Respiratory Distress Syndrome
Network, 2000). A producao de IL-6 diminui em administragdo de IL-10 in vivo,
inibindo a produgdo ex vivo de LPS- induzido de IL-6, IL-1 e FNT-a em testes com
todas as células sangiiineas e reduz a resposta proliferativa e produgao de IFN-y, assim
indicando que a IL-10 possui atividades imunomodulatérias quando administrada in
vivo. As doses devem lograr pelo menos 50% da inibi¢do maxima da produgdo de FNT-
a e IL-1B, denotando que a IL-10 inibe a producdo dos mediadores pro-inflamatorios in

vivo em concentragdes semelhantes aquelas usadas em experimentos in vitro
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(Radwanski et al., 1998). A 1IL-6 tem mostrado possuir propriedades pro-fibrdticas
relacionadas com FNT-a e TGF- (Tiroke et al., 1999). A producao de IL-6 por células
epiteliais e macréfagos alveolares € um dos mecanismos pelos quais o processo
inflamatério pulmonar local como rejeicdo aguda e doencgas infecciosas do pulmao sao
estimuladas (Borger et al., 2000; Humbert ef al., 1993). Como mencionado antes, varios
estudos tém mostrado a correlagdo intrinseca entre o IL-6 e a transplante de pulmao.
Essa citocina ¢ um fator progndstico do enxerto de pulmao (Mognon et al., 1994), sendo
indicativa de lesdo tecidual e ativacdo dos mecanismos inflamatérios. De fato, quando
analisamos os niveis de IL-6, apos 12 horas de transfec¢do in vivo e 12 horas de
armazenamento pré-retirada , o unico grupo que tinha mostrado uma tendéncia para
niveis aumentados dessa citocina no parénquima pulmonar foi o grupo com vetores
vazios. Além disso, encontramos niveis significativamente altos de IL-6 no plasma dos
porcos receptores transfectados somente com vetores vazios. Confirmando essa
tendéncia, no estudo B, o grupo controle, agora com 24 horas do tempo de isquemia
fria, teve um nivel significativamente alto no tecido homogeneizado do pulmao

esquerdo transplantado e no plasma.

A correlagdo com a pressdo parcial do oxigénio também demonstrou que os
niveis de oxigenacdo e de IL-6 estdo intrinsecamente conjugados. Para cada unidade de
IL-6 que aumenta, a pressdo parcial de oxigénio arterial sistémico diminui em 1.7
unidades. E também interessante a relagdo entre IL-6 ¢ a fungdo do enxerto apds o
transplante, sendo ela rapidamente liberada depois da reperfusdo. Achados similares de
correlacdo entre pobre funcdo pulmonar e niveis altos de IL-6 também foram
apresentados por Mal e colaboradores (1998) e Magnan e co-autores (1994). Esses

achados fazem especular que a IIR resulta em uma formacao local de varias citocinas
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pro-inflamatorias importantes, que, através da mediacdo da quimiotaxia e ativagdo das
células inflamatorias, podem ter um papel fundamental no desenvolvimento de uma

disfungdo nao especifica precoce do enxerto.

A interleucina-8 (IL-8) ¢ um potente fator quimiotdxico neutrofilico. Trata-
se de uma citocina primariamente inflamatoria produzida por muitas células (inclusive
monocitos/macrofagos, células T, neutrofilos, fibroblastos, células endoteliais,
hepatocitos, astrocitos e condrocitos) em resposta a estimulos pré-inflamatérios como
IL-1, FNT, LPS e viroses. Sua fun¢do ¢, em parte, atrair neutréfilos para o local da
inflamacao e ativa-los (Ben-Baruch et al., 1994). Condigdes pulmonares caracterizadas
por infiltragdo de neutroéfilos coincidem com a presenga de niveis pulmonares mais altos
de IL-8. Como a lesdo precoce do enxerto, depois do transplante pulmonar, ¢
caracterizada por infiltragdo de neutrofilos, um papel para IL-8 na patogénese deste
dano pareceria biologicamente plausivel. Fischer e co-autores (2000) comprovaram que
pacientes de transplante pulmonar que morreram devido a disfungdo precoce tinham
elevados niveis de IL-8 no lavado broncoalveolar antes da retirada do orgdo. Esses
achados também sdo confirmados por de Perrot e colaboradores (2002): pacientes com
pior prognostico — Obito — devido a injuria de isquemia-reperfusdo também
apresentavam altos niveis de IL-8 no tecido pulmonar durante o tempo de isquemia fria
e ap6s a reperfusdo. Tais niveis de IL-8 antes e depois da reperfusdo podem ser um
marcador de aspiragdo prévia, infec¢do em atividade no pulmao ou edema pulmonar
neurogénico. No presente estudo, notou-se a rapida liberacdo de IL-8 no tecido do
pulmdo apos 2 horas de reperfusdo, no estudo B. Os altos niveis de IL-8 foram
encontrados no grupo de controle, demonstrando a ocorréncia de precoce disfuncio do

orgdo nesse grupo, achado coerente com o que ocorre nos pacientes de transplante de
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pulmdo que evoluem para um mau resultado (Fischer et al., 2000; de Perrot et al.,
2002). Na andlise de correlagdo entre a oxigenagdo sangiiinea, medida através de
gasometria arterial, e sIL-8 no tecido pulmonar homogenado (ELISA) nao foi possivel
demonstrar os mesmos resultados verificados com a sIL-6. Os valores foram
discrepantes, provavelmente fruto de uma distor¢ao de dados encontrados na analise. A
IL-8 ¢ uma importante citocina mesmo em grupos que nao desenvolvem situagdes de
risco apods a reperfusdo devido a sua intrinseca relagdo com a resposta inflamatoria.
Esses dados sugerem estudos a serem feitos em grandes animais onde a administragao
de anticorpos monoclonais neutralizantes de IL-8 no momento da reperfusdo poderia

prevenir a infiltragdo de neutréfilos e reduzir a injiria pulmonar.

Outro importante achado deste estudo foi que a transfec¢do endobronquica
do pulmido do doador ndao produz transfeccdo substancial em outros oOrgdos
transplantaveis. Niveis de expressdo transgénica foram despreziveis no coragao, figado,
rins, ¢ soro dos doadores ap6s 12 e¢ 24 horas de distribuicdo nos pulmdes. Deve-se
salientar que esses periodos de transferéncia génica incluem as 12 ou 24 horas
mencionadas anteriormente a uma temperatura corporal de 37° C, seguidas de 18 ou 24
horas de isquemia fria a 4° C. Isso ressalta que a transfec¢do mediada por adenovirus
nos pulmodes via arvore respiratoria € estritamente uma estratégia de distribui¢ao local.
Esses achados tém 2 principais implicagdes: primeiro, a rota ndo-invasiva traqueal para
transfec¢do de doadores de multi-6rgdos parece ndo ser adequada para transfec¢do em
outros 6rgdos, o que ¢ um fato relevante, j& que um gene que seja benéfico para os
pulmdes pode ndo ser para outros 6rgdos transplantidveis. Segundo, esses resultados

demonstram para os cirurgides a possibilidade de distribuicdo local do doador com



78

varios genes possivelmente terapéuticos, sem a preocupacao dos efeitos colaterais da

transfeccdo em outros 6rgaos.

Pacientes transplantados estdo necessariamente sujeitos & imunossupressao
permanente para prevengao da rejei¢ao do enxerto. O grupo do laboratério de cirurgia
toracica da Universidade de Toronto mostrou anteriormente, em um modelo de
transplante unilateral esquerdo de pulmdo em ratos, que a imunossupressdo do
transplante com ciclosporina A, prednisona e azatioprina aumenta ¢ prolonga a
expressdo transgénica apds a retransfeccdo com vetores adenovirais (Cassivi et al.,
1999). Além disso, a imunossupressao do transplante também auxiliaria a superar outro
obstaculo na terapia genética de adenovirus-baseada, ou seja, a imunidade pré-existente
contra o adenovirus através das infec¢des virais adquiridas naturalmente na populagdo

humana (Chirmule ef al., 1999).

Em resumo, revelou-se que a transferéncia in vivo e a expressao do gene que
codifica a IL-10 humana para os pulmdes do porco doador ¢ viavel através do caminho
endoscopico, com transfeccdo clinica relevante em todos os segmentos do pulmao. Este
trabalho mostrou ainda que uma relacdo de tempo para transfeccdo € necessaria para
niveis mais altos da mesma, sem aumentar a citotoxicidade. Salientou-se que a
transfec¢do de AdhIL-10 no pulmdo do doador conduz a uma fungdo do enxerto
significantemente melhorada apos o transplante do pulmao, a qual ¢ associada com uma
reacdo inflamatdria sist€émica e local reduzida quando comparada com vetores “vazios”
em 12 horas de transfec¢do, e versus controle (solucdo salina) em 24 horas de
transfecgdo. A transferéncia genética endobronquica pode, assim, ser usada para

modificar geneticamente os pulmdes dos doadores, expressando uma proteina desejada,
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em um determinado periodo de tempo na reperfusdo do enxerto, buscando-se, com isto,

diminuir a lesdo de isquemia-reperfusdo e melhorar a fungdo do pulmao transplantado.

Este estudo fornece uma estratégia original e promissora para superar um
dos fatores mais significantes e contribuintes para disfungdo precoce do enxerto e
mortalidade no transplante de pulmao: o insulto devido a isquemia e reperfusdo. A
estratégia para a transferéncia genética nos pulmdes do doador para transplante,
desenvolvida neste estudo, fornece um fundamento para estudos pré-clinicos de terapia

génica e, esperangosamente, para aplicacdo maxima da terapia genética no transplante

clinico de pulmao.
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CONCLUSOES

O estudo da transfec¢do génica mediada por vetores adenovirais modificados em

grandes animais permitiu concluir que:

A transfeccdo genética mediada por vetores de adenovirus ¢ possivel em um
modelo de animal de grande porte, atingindo-se o que foi considerado niveis

clinicamente relevantes de AASE1RSVhIL-10 no tecido pulmonar

A técnica endoscopica para transfec¢do de AdSEIRSVhIL-10 permite a

eficiente distribuicdo dos vetores geneticamente modificados no pulmao

A transferéncia endobronquica de genes em grandes animais pode ser usada para
modificar o cédigo genético dos pulmdes de doadores, com a finalidade de
expressar uma proteina desejada no momento da reperfusdo do enxerto,
buscando-se diminuir a injuria de isquemia-reperfusdo e melhorar a fungdo

pulmonar do receptor.



81

FUTURAS DIRECOES

Nosso estudo em grandes animais, seguindo experiéncia prévia com ratos,
langa-nos em uma nova direcao no estudo do transplante de pulmao com o uso potencial
da terapia gé€nica. Entretanto varios desafios permanecem: a transfec¢ao de vetor precisa
ser melhorada. A atual geracdo de vetores tem claramente ainda uma reagao
inflamatoéria significante; precisamos de vetores mais eficazes associados a uma menor
reacdo inflamatoria e a uma taxa de transfec¢ao mais elevada. O conhecimento basico ¢
necessario para o redirecionamento bem sucedido dos vetores virais e para a engenharia
da modulagdao transcripcional, a fim de maximizar a expressao transgénica, e,
ultimamente, eliminar a citotoxicidade direta e inflamagdo. Este trabalho nos permitiu
progredir na eficicia de transfec¢do endobronquica, nos niveis adequados de
transfeccdo em animais de grande porte sem toxicidade sistémica e repercussao
fisiologica de uma citocina antiinflamatdria no transplante de pulmao, direcionando a
varios passos importantes de nossa meta final da aplicacao clinica de terapia génica com
o intuito de melhorar o resultado apods o transplante de pulmao; mas ainda hé trabalho
para ser feito. Precisa-se melhorar nosso entendimento e aperfeigoar o processo da

transferéncia génica e expressao da proteina desejada nesse cenario.
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