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RESUMO 

 

Introdução: Imunidade inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro 
contra microorganismos invasores, a qual é mediada por moléculas específicas que 
reconhecem patógenos, chamadas receptores toll-símile (TLRs). Os TLRs são 
também capazes de reconhecer ligantes endógenos, tais como conteúdos de células 
necróticas e proteínas de choque térmico (HSP), resultando na produção de 
citocinas e ativação do sistema imune adquirido. A função exata dos TLRs ainda é 
pouco entendida em transplante de órgãos. No entanto, tem sido sugerido que eles 
podem estar envolvidos na rejeição aguda ou crônica e atuar na resposta do enxerto 
a lesão por isquemia e reperfusão. Objetivo: Examinar as alterações na expressão 
gênica dos TLRs durante a fase inicial do transplante pulmonar em humanos e sua 
relação com citocinas potencialmente envolvidas na lesão por isquemia e reperfusão 
em transplante de órgãos. Métodos: Foram analisadas biópsias pulmonares de 14 
pacientes submetidos a transplante pulmonar (LTx). Estas amostras foram coletadas 
no final do período de isquemia fria (TIF, n=14), no final do período de isquemia 
quente (TIQ, n=13),1 hora (n=12) e 2 horas (n=8) após a reperfusão do enxerto. 
RNA total foi isolado a partir de tecido pulmonar e os níveis de RNA mensageiro 
(mRNA) dos TLRs (1-10) bem como citocinas (IL-8, IL-6, IL-10, IFN-γ, IL-1β) e 
proteína de choque térmico 70 (HSP70) foram medidos por reação em cadeia pela 
polimerase em tempo real. Resultados: Foi detectada a expressão de mRNA de 
todos TLRs em tecido pulmonar. Nas amostras no TIF, os níveis de mRNA dos TLRs 
apresentaram-se com diferentes expressões gênicas. Os níveis de expressão dos 
TLRs, com exceção para o TLR3, estavam altamente correlacionados entre si no TIF 
e com os níveis de mRNA de IFN-γ, IL-10 e IL-1β e menos significativamente com os 
níveis de IL-6 e IL-8. Houve diminuição dos níveis de mRNA na grande maioria dos 
TLRs após reperfusão, o que foi diferente para a maioria das citocinas e HSP70, que 
apresentaram tendência a aumentar após transplante. A expressão gênica de TLR4 
apresentou-se correlacionada com os níveis de IL-8 e IL-1β antes e após transplante 
(P<0.05). Pulmões de doadores que foram intubados por períodos acima de 72 
horas (n=5) apresentaram níveis mais elevados de TLR2 e TLR10 (P<0.05). 
Conclusão: Pela primeira vez, foi demonstrado que a expressão dos TLRs altera-se 
durante o período de isquemia e reperfusão em transplante pulmonar em humanos. 
O tempo de intubação dos doadores pulmonares pode influenciar a expressão de 
receptores Toll-símile específicos. A correlação entre TLR4 e IL-8/IL-1β sugere que 
os TLRs pulmonares podem ter alguma função na resposta precoce do enxerto. 

 
Palavras chave: isquemia, pulmão, citocinas, imunidade, transplante. 
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ABSTRACT 

Introduction: Innate immunity is the first line of host defense against invading 
microorganisms, which is mediated by specific pathogen recognition molecules called 
Toll-like receptors (TLRs). TLRs can also recognize endogenous ligands, such as 
contents of necrotic cells and heat shock proteins (HSP), resulting in cytokine 
production and activation of adaptive immune system. The exact role of the Toll-like 
receptors and their signalling pathways is still poorly understood in organ 
transplantation. However, it is suggested that they may be involved in either chronic 
or acute organ rejection and may play a role in graft response to ischemia 
reperfusion injury. Objective: To examine the changes in gen expression of TLRs 
during the early phase of human lung transplantation and their relationship with 
cytokines potentially involved in ischemia reperfusion injury in organ transplantation. 
Methods: We analyzed lung biopsies from 14 patients submitted to lung 
transplantation (LTx). Biopsies were collected at the end of the cold ischemic time 
(CIT, n=14), end of warm ischemic time (WIT, n=13), and after 1h (n=12) and 2h 
(n=8) of reperfusion. Total RNA was isolated from lung tissues, and messenger RNA 
(mRNA) levels of TLRs (TLR 1-10) as well as cytokines (IL-8, IL-6, IL-10, IFN-γ and 
IL-1β) and heat shock protein 70 (HSP70) were measured by quantitative real-time 
polymerase chain reaction. Results: We observed mRNA expression of all TLRs in 
lung tissue. In the CIT samples, TLR mRNAs levels were differentially expressed in 
donor samples. In the CIT samples, the expression levels of TLRs, except for TLR3, 
were highly correlated with each other and with mRNA levels of IFN-γ, IL-10 and IL-
1β, and less significantly correlated with IL-6 and IL-8. After reperfusion, expression 
of almost all TLR mRNAs decreased to lower levels what was different for most of the 
cytokines and HSP70, which trended to increase after LTx. TLR4 gen expression 
was closely correlated with IL-8 and IL-1β levels prior to and after LTX (P<0.01). 
Lungs from donors who were intubated longer than 72 h (n=5) expressed higher 
levels of TLR2 and TLR10 (P<0.05). Conclusion: For the first time, we showed that 
the expression of TLRs is altered during ischemia-reperfusion period of human lung 
transplantation. The donor length of intubation may influence the expression of 
specific TLRs. Correlation between TLR4 and IL-8/IL-1β suggests that pulmonary 
TLRs may play a role in early graft response. 

 
 Key words: ischemia, lung, cytokines, immunity, transplantation 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, o transplante pulmonar é a terapia de escolha para pacientes 

com doença pulmonar em estágio terminal. Aproximadamente 15.000 transplantes já 

foram realizados no mundo com uma média de 1.000 transplantes anualmente 

(TRULOCK et al., 2003). No Brasil este tipo de procedimento ainda é restrito a 

poucos centros especializados, no entanto o número de transplantes tem aumentado 

progressivamente nos últimos 3 anos (WWW.SAUDE.GOV.BR/TRANSPLANTES). 

Apesar da melhora dos cuidados pós operatórios, ainda são observadas várias 

complicações, como a lesão por isquemia e reperfusão, rejeição e infecção, as quais 

podem ocasionar comprometimento do enxerto resultando em evolução difícil ou 

mesmo morte (ZANDER et al., 2001). Muito recentemente, tem sido sugerido que o 

sistema imune inato atua como figura importante na resposta do enxerto durante o 

transplante de órgãos, tanto no processo de rejeição (FOX-MARSH & HARRISON, 

2002; GOLDSTEIN et al., 2003) como na lesão por isquemia e reperfusão após 

transplante (FONDEVILA et al., 2003).  

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do organismo contra 

microorganismos invasores. Esta resposta instantânea é mediada por macrófagos e 

leucócitos polimorfonucleares que são recrutados para dentro dos tecidos lesados 

em resposta a determinados patógenos ou estímulos. Estas células, devido à 

presença de receptores que reconhecem patógenos (PRRs), são capazes de 

identificar, em diferentes microorganismos, classes específicas de moléculas, 

conhecidas com padrões moleculares associados a patógenos (PAMP) (TAKEDA et 

al., 2003). Em humanos uma forma especial de PRRs são proteínas transmembrana 

chamadas “Toll-like receptors" ou receptores toll-símile (TLRs).  

Estes receptores após o reconhecimento de antígenos específicos 

desencadeiam uma série de reações que culminam com a ativação do fator nuclear 

kappa B (NF-κB) no interior do núcleo celular, resultando em ativação de citocinas. 

Ao mesmo tempo em que acontece o contato com os patógenos, ocorre estimulação 

da produção de linfócitos T pelo sistema imune adaptativo, o qual é responsável pelo 

o mecanismo antígeno-específico de defesa do hospedeiro que compreende a 

resposta imune celular e mediada por anticorpos (MEDZHITOV et al., 1997a).  

Evidências recentes sugerem que os TLRs são capazes de reconhecer não 

somente PAMP, mas também certos componentes endógenos, como por exemplo 
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proteínas de choque térmico (“heat shock”) (OHASHI et al., 2000), heparan sulfato 

(JOHNSON et al., 2002) e conteúdos de células necróticas (LI et al., 2001). Além 

disto, estímulos inflamatórios como lesão térmica (PATERSON et al., 2003) e lesão 

de isquemia e reperfusão em transplante de órgãos (FONDEVILA et al., 2003) 

também têm sido relacionados com ativação dos TLRs.  

A lesão de reperfusão compreende uma série de fenômenos que decorrem da 

recirculação do sangue (reperfusão) em um órgão cuja circulação sangüínea foi 

interrompida temporariamente (isquemia). O produto final desta seqüência de 

eventos será a alteração da permeabilidade capilar cuja graduação será diretamente 

proporcional ao grau do dano isquêmico o qual, por sua vez, pode variar do edema 

intersticial até a ruptura vascular com hemorragia (ANDRADE, 2001). Este processo 

resulta em recrutamento de neutrófilos e produção de mediadores inflamatórios que 

irão repercutir diretamente na viabilidade do enxerto (DE PERROT et al., 2003b). 

Entre estes mediadores, encontram-se as citocinas pró e anti-inflamatórias que têm 

sido utilizadas como marcadores da viabilidade dos enxertos após isquemia e 

reperfusão de órgãos (DE PERROT et al., 2002). 

Os TLRs estão presentes em tecido pulmonar em diferentes níveis de 

expressões gênicas (ZAREMBER & GODWSKI, 2002). Entretanto, sua regulação e 

expressão em pulmões transplantados jamais foram descritas bem como a sua 

relação com citocinas potencialmente envolvidas na resposta do enxerto pulmonar 

na fase inicial do transplante.  

Com o objetivo de verificar a expressão gênica dos TLRs durante a fase inicial 

do transplante pulmonar, foi utilizada uma nova técnica de amplificação de DNA, 

chamada de reação em cadeia pela polimerase (PCR) em tempo real ou “real-time 

PCR”. Através deste método foram também analisadas as expressões gênicas de 

citocinas implicadas durante o processo inicial de reperfusão do enxerto. 

Adicionalmente, foi analisada a expressão gênica da proteína de choque térmico 70 

(HSP70) como um potencial marcador da gravidade da lesão de isquemia e 

reperfusão (AOE et al., 1997) e por esta proteína estar envolvida na ativação de 

TLRs (ASEA et al., 2002; DYBDAHL et al., 2002).  
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2. OBJETIVOS 
 

Objetivo Geral 
Descrever a expressão dos 10 diferentes receptores Toll-símile em tecido 

pulmonar de pacientes submetidos a transplante de pulmão. 

 

Objetivo específico 
Descrever o padrão de expressão dos receptores toll-símile antes e após 

transplante pulmonar. 

Detectar a presença de correlação entre os níveis de expressão dos TLRs e 

citocinas importantes na resposta inflamatória do transplante pulmonar bem como 

com HSP70. 

Comparar os dados clínicos dos doadores pulmonares com a expressão 

gênica dos TLRs, citocinas e HSP70. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 
 

3.1 – RECEPTORES TOLL-SÍMILE 
 

3.1.1 - Histórico dos TLRs 
 

A defesa do organismo contra diferente patógenos depende do sistema 

imune. Este sistema em mamíferos consiste em imunidade inata e adaptativa. A 

imunidade adquirida é um sistema altamente sofisticado que é mediado pelos 

linfócitos B e T e está presente somente em vertebrados. Em contraste, o sistema 

imune inato, que foi descrito há mais de um século, é um sistema filogeneticamente 

conservado que está presente em quase todos os organismos multicelulares 

(TAKEDA et al., 2001). Recentemente, uma proteína transmembrana chamada Toll, 

originalmente identificada como um receptor necessário para o estabelecimento da 

polaridade dorso-ventral no embrião de Drosófila (HASHIMOTO et al., 1988), foi 

também identificada como crucial na defesa desta mosca contra fungos e outros 

microorganismos (LEMAITRE et al., 1996).  

Prosseguindo a identificação dos Tolls como receptores essenciais no 

reconhecimento da imunidade inata em Drosófila, uma extensa pesquisa através da 

base de dados do Centro Nacional para Informação em Biotecnologia (“National 

Center for Biothecnology Information – NCBI) levou à descoberta de um homólogo 

de Toll em humanos (MEDZHITOV et al., 1997a). Este homólogo humano de Toll, 

atualmente conhecido como TLR4 foi demonstrado estar envolvido na expressão 

gênica de citocinas inflamatórias e moléculas co-estimulatórias (MEDZHITOV et al., 

1997a). Subseqüentes estudos identificaram várias proteínas que estavam 

estruturalmente relacionadas ao TLR4 (LIEN et al., 2002). Atualmente, a família dos 

TLRs consiste de pelo menos 10 membros (TLR1-10) (figura 1). No entanto, 

evidências tem sugerido que mais membros desta família poderão ser descritos em 

breve (TAKEDA et al., 2003). 
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Figura 1: Receptores Toll de Drosófila e os receptores toll-símile em humanos 

 
Legenda: Receptores Toll de Drosófilas e os receptores Toll-símile em humanos são 

proteínas transmembranas com várias semelhanças nos domínios intra e 

extracelulares 

 
3.1.2 - Reconhecimento de antígenos através do sistema imune inato 
 

Durante muitos anos o sistema imune inato foi considerado como um 

rudimento evolucionário cuja única função era conter a infecção até que o 

“verdadeiro” sistema imune, o adquirido, pudesse ser induzido. No entanto, 

evidências recentes sugerem que o sistema imune inato é também essencial para a 

ativação do sistema imune adquirido e esta indução conduz a uma resposta 

específica, dependendo do tipo de receptor que identificou determinado padrão 

molecular associado a patógeno (PAMP)(MEDZHITOV & JANEWAY, 1997a).  

O reconhecimento de antígenos pelo sistema imune inato é mediado por um 

diversificado grupo de receptores que pertencem a diferentes famílias de proteínas. 

Alguns destes receptores (PRRs) reconhecem patógenos diretamente (ex: CD14, 

DEC205, colectinas), enquanto outros (ex: receptores do complemento e TLRs) 

reconhecem os produtos gerados pelos antígenos através dos PAMP. Quando 

ocorre o reconhecimento dos PAMP direta ou indiretamente, esta interação resultará 

em liberação de um ”sinal de alerta” para a presença de determinado patógeno, 
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resultando na estimulação e migração de receptores específicos para aquele 

determinado ligante (MEDZHITOV & JANEWAY, 1997b).  

O reconhecimento dos PAMPs não somente permite que a resposta imune 

inata descrimine entre substâncias próprias do indivíduo (“self”) e substâncias 

estranhas (“non-self”), mas também entre inócuo próprio e não-próprio associado ao 

patógeno. Por exemplo, uma resposta imune a um antígeno inócuo “non-self” 

poderia ser deletéria para os organismos hospedeiros, principalmente se o antígeno 

fosse persistente no ambiente. Do mesmo modo, antígenos artificiais “non-self” não 

são reconhecidos pelo sistema imune e são normalmente não imunogênicos a 

menos que eles sejam designados para simular atividade dos PAMPs. Sendo assim, 

os organismos hospedeiros apresentam um arsenal de receptores que podem 

reconhecer padrões específicos em diferentes patógenos e referenciar-se a eles, 

como PRRs (MEDZHITOV et al., 1997).  

 

3.1.3 - Função dos TLRs 
 
A função dos TLRs está fundamentada na identificação de estruturas 

moleculares que são essenciais para a sobrevivência dos microorganismos, que são 

compartilhadas por um grande grupo de patógenos e que não estão sujeitas à 

variabilidade como por exemplo, mutações que poderiam afetar estes componentes 

mas que, no entanto, seriam letais para os micróbios.  

A estrutura geral dos lipopolissacarídeos (LPS) é compartilhada por todas as 

bactérias gram-negativas, portanto, um receptor capaz de reconhecer uma estrutura 

conservada como o lipídio A do LPS estaria hábil a detectar a presença de qualquer 

bactéria gram-negativa. Este exemplo ilustra uma característica importante da 

imunidade inata, na qual os alvos de reconhecimento representam padrões 

moleculares, ao invés de estruturas particulares (MEDZHITOV & JANEWAY, 1997b). 

Na verdade, todos os produtos microbianos conhecidos que possuem atividade 

imunoestimulatória representam estruturas invariáveis compartilhadas por grandes 

grupos de microorganismos e estes são absolutamente essenciais para a sobrevida 

dos micróbios: o ácido teicóico e o LPS são respectivamente componentes comuns 

de bactérias gram-positivas e gram-negativas, o RNA de dupla hélice é uma 

“assinatura” estrutural de vários vírus RNA, e os mananos são componentes 

conservados de parede celular das leveduras. Nenhum destes componentes são 
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produzidos pelo organismo, e todos eles são essenciais para a fisiologia e 

sobrevivência dos respectivos microorganismos (MEDZHITOV & JANEWAY, 1997b).  

 

3.1.4 - Reconhecimento dos PAMP pelos TLRs 
 

A porção citoplasmática dos TLRs mostra uma alta similaridade com aquela 

dos receptores da família da interleucina-1 (IL-1) e por isso seu domínio 

citoplasmático é chamado de TolI/IL-1R (TIR). Apesar desta similaridade, a porção 

extracelular de ambos receptores é estruturalmente diferente.  

Cada TLR está relacionado a identificação de estruturas específicas na 

membrana celular de diferente patógenos (quadro 1). Os TLRs podem ser 

encontrados em vários diferentes tipos de células do organismo apresentando 

diferentes expressões gênicas (figura 2) (MUZIO et al., 2000; HORNUNG et al., 

2002), bem como em diferentes tecidos (ABREU et al., 2001; ZAREMBER & 

GODOWSKI, 2002).  

Quando os TLRs reconhecem um patógeno ocorre o desencadeamento de 

uma via ou cascata de sinalização resultando na ativação de vários genes que 

participam deste processo (figura 3). Este sinal chegará ao núcleo celular, resultando 

na ativação de citocinas e também do sistema imune adquirido através da 

estimulação dos linfócitos T. Esta via é homóloga àquela do receptor da IL-1 devido 

a semelhança entre seus domínios intracelulares (figura 4). Então, após a 

identificação do patógeno na superfície celular, a porção citoplasmática dos TLRs 

(TIR) interage com uma proteína adaptadora chamada MyD88, que quando 

estimulada recruta o receptor da IL-1 associado a quinase (IRAK). IRAK é ativado 

por fosforilação recrutando o fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF 6) que 

resulta na ativação de dois caminhos distintos de sinalização: o primeiro envolve 

uma quinase c-Jun NH2-terminal (JNK) e a proteína quinase p38 associada ao 

mitógeno (MAPK) e o segundo envolve a família Rel do fator de transcrição κ-B 

(NFκ-B) (AKIRA et al., 2001).  

A proteína adaptadora MyD88 é essencial para a produção de citocinas 

inflamatórias em resposta a componentes microbianos. Entretanto, quando esta é 

bloqueada, ainda ocorre a resposta inflamatória através de uma via alternativa, que 

é mais lenta quando comparada com a via normal. Evidências sugerem que esta via 

é ativada através de uma molécula adaptadora chamada: domínio TIR que contém 
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uma proteína adaptadora (TIRAP) juntamente com o adaptador MyD88-símile (Mal) 

– (TIRAP/Mal) (TAKEDA et al., 2003). 

 

Quadro 1: Receptores Toll-símile e seus principais ligantes. 

Receptores Patógeno/PAMP 
TLR1 (com TLR2) Produtos bacterianos com LPS 
TLR2 Bactérias gram-positivas 
 Peptigoglicano 
 Ácido lipoteicóico 
 Zimosan 
 Micobactérias 
 Parede celular do BCG 
 Lipoarabinomanan 
 Fator solúvel de tuberculose 
 Outros glicolipídeos bacterianos 
 Espiroquetas 
 Glicoproteínas da Prevotella intermedia 
 Âncoras GPI de Trypanosoma cruzi 
 LPS de Leptospira interrogans 
 Modulina (solúvel em fenol) 
 Neisseria meningitidis deficiente em LPS 
 Proteína de choque térmico 60 (HSP60) 
  Células necróticas 
TLR3 Poli(I:C)  
  RNA de dupla hélice (vírus) 
TLR4 Bactérias gram-negativas 
 Lipídio A do LPS 
 Análogo acíclico sintético do lipídio A 
 Mycobacterium tuberculosis 
 Parede celular do BCG 
 Outros glicolipídeos bacterianos 
 Taxol 
 Proteína F do vírus sincicial respiratório  
 Cryptococcus neoformans 
 Hifa de Aspergillus fumigatus 
 HSP60 e HSP70 
 Fibronectina A 
  Ácidos graxos saturados 
TLR5 Flagelina de bactérias flageladas 
TLR6 (com TLR2) Peptidoglicano de bactérias gram-positivas 
 Modulina (solúvel em fenol) 
  Fator solúvel de tuberculose (Pam3 Cys) 
TLR9 DNA Bacteriano, CpG DNA 
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Figura 2: Expressão gênica dos receptores Toll-símile em dois diferentes 

tipos de células. 

 
Legenda: Valores relativos da expressão dos TLRs em células mononucleares de 

sangue periférico (PBMC) e em cultura de células epiteliais alveolares (A549) 

utilizando PCR em tempo real. Os valores relativos foram normalizados com HMBS 

(hidroxi metilbilane sintase) (Andrade et al, dados não publicados). 
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 Figura 3: Transdução de sinal pelos receptores toll-símile 

 
Legenda: Representação esquemática da transdução do sinal desde o 

reconhecimento de determinado PAMP pelos TLRs até a translocação do fator 

kappa B para o núcleo celular, o qual estimula a produção de citocinas. (Para 

maiores detalhes, ver texto sobre o reconhecimento dos PAMP pelos TLRS). 
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A seguir estão descritos os dez TLRs com suas respectivas funções: 

 

3.1.5 - TLR1, TLR2, TLR6 
 

O TLR2 reconhece componentes de uma grande variedade de 

microorganismos. Estes incluem lipoproteínas de patógenos, tais como bactérias 

gram-negativas, Mycoplasma, Espiroquetas e Shigella (ALIPRANTIS et al., 2001; 

NISHIGUCHI et al., 2001; KIRSCHNING et al., 2002), peptidoglicano e ácido 

lipoteicóico de bactérias gram-positivas (ECHCHANNAOUI et al., 2002; 

KIRSCHNING & SCHUMANN, 2002), lipoarabinoman encontrado em micobactérias 

(MEANS et al., 2001), glicosonil fosfolipídios de Tripanosoma Cruzi (CAMPOS et al., 

2001), modulina solúvel em fenol de Staphylococcus epidermidis (HAJJAR et al., 

2001), zimosan de fungos (UNDERHILL, 2003), glicolipídios de Treponema 

maltophilum (OPITZ et al., 2001) e porinas que constituem a membrana externa de 

Neisseria (MASSARI et al., 2002).  

Assim como o TLR4, o TLR2 também reconhece LPS, no entanto este último 

reconhece LPS atípicos, os quais não são identificados por TLR4 (HIRSCHFELD et 

al., 2001; NETEA et al., 2002). Embora, para que ocorra o reconhecimento de 

determinados PAMP, o TLR2 necessita interagir com outros dois TLRs: TLR1 e 

TLR6, os quais têm estruturas e seqüências genéticas muito semelhantes além de 

domínios TIR com 90% de similaridade com o TLR2 (TAKEUCHI et al., 1999). Por 

exemplo, ocorre associação entre TLR2 e TLR6 na detecção de padrões específicos 

de peptidoglicano ou modulinas secretadas por Staphylococcus aureus (OZINSKY et 

al., 2000; HAJJAR et al., 2001) bem como cooperação entre TLR1 e TLR2 quando 

em resposta a componentes da Neisseria meningitidis (WYLLIE et al., 2000).  

 

3.1.6 - TLR4 
 

O TLR4 é essencial para o reconhecimento de lipopolissacarídeo (figura 5). O 

LPS é o principal componente da membrana externa das bactérias gram-negativas. 

Ele é um composto glicolipídico formando por um polissacarídeo hidrofílico e um 

domínio hidrofóbico, conhecido como lipídio A, o qual é responsável pela atividade 

biológica do LPS. Um complexo formado por LPS e uma proteína sérica chamada 

proteína de ligação do LPS (LBP) inicia a ativação de sinais através de uma proteína 
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de superfície chamada CD14 em monócitos e células mielóides. No entanto, o CD14 

não possui domínio intracelular havendo a necessidade de uma proteína 

transmembrana para transmitir os sinais através do citoplasma até o núcleo onde 

ocorre a estimulação da produção de citocinas. Esta proteína transmembrana é o 

TLR4 que juntamente com outra proteína que se liga com a porção extracelular do 

TLR4, chamada MD-2, aumenta a resposta celular ao LPS (SHIMAZU et al., 1999) 

(figura 4). Uma outra proteína de superfície que é expressada em linfócitos B 

conhecida como RP105 e que foi descrita por Miyake et al em 1995 (MIYAKE et al., 

1995) apresenta estrutura semelhante aos TLRs na porção extracelular e 

funcionalmente se associa a TLR4 no reconhecimento de LPS (OGATA et al., 2000).  

Além do LPS, TLR4 também pode identificar uma grande variedade de 

estruturas moleculares, tais como taxol, o qual é uma droga utilizada como 

quimioterápico no tratamento de pacientes com câncer (KAWASAKI et al., 2001). A 

associação do TLR4 e CD14 está relacionada com a identificação da proteína F do 

vírus sincicial respiratório (KURT-JONES et al., 2000; HAYNES et al., 2001).  

Evidências recentes têm sugerido que TLR4 também é capaz de identificar 

moléculas endógenas. Um exemplo são as proteínas “heat shock” (OHASHI et al., 

2000), as quais são altamente conservadas entre os organismos desde bactérias a 

mamíferos. Uma grande variedade de estímulos, tais como aquecimento, radiação 

ultravioleta, infecção viral e bacteriana induzem o aumento da síntese das proteínas 

“heat shock”. Estas proteínas, são liberadas por células necróticas em determinadas 

condições patológicas e induzem a produção de células dendríticas (BASU et al., 

2000). Isto sugere que o sistema imune não somente identifica “self” de “non-self”, 

mas também responde a antígenos associados a “sinais de perigo” liberados por 

células necróticas ou submetidas a estresse (MATZINGER, 1998) . 

Outros ligantes endógenos que também são reconhecidos por TLR4 são 

componentes da matriz extracelular, incluindo fribonectina (OKAMURA et al., 2001), 

ácido hialurônico (TERMEER et al., 2002) e sulfato de heparan (JOHNSON et al., 

2002) os quais são produzidos em resposta a lesão tecidual e têm uma importante 

função no remodelamento dos tecidos, através da contenção do agente causador da 

lesão, bem como no processo de fechamento e cicatrização das diferentes lesões.  

Ainda é controverso se o TLR4 é capaz de identificar ligantes diretamente ou 

não, alguns grupos têm proposto que o reconhecimento de LPS por TLR4 envolve 

contato direto enquanto outros têm sugerido que LPS liga-se a uma proteína 
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chamada MD-2 e este complexo de alguma maneira estimula TLR4 em estudos in 

vitro (SHIMAZU et al., 1999). Recentemente, também vem sendo estudada uma via 

independente de reconhecimento de LPS sem a necessidade de TLR4. Esta via 

alternativa para o reconhecimento do LPS envolve a presença de HSP70, HSP90, 

receptor 4 de quimocina (CXCR4) e fator de diferenciação 5 (GDF5) 

(TRIANTAFILOU et al, 2002) 

 

 Figura 4: Representação esquemática do complexo formado para a 

identificação de LPS e sua semelhança com a IL-1R 

 
Legenda: Complexo formado com MD-2, LBP, CD14 e TLR4 para o reconhecimento 

do LPS cujo sinal é transmitido pelo domínio intracelular TIR, o qual é muito 

semelhante ao domínio intracelular do receptor para interleucina 1 (canto superior 

direito) 
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Figura 5: Estimulação da produção de TLR4 após adição de LPS 

 
Legenda: imunofluorescência demonstrando células alveolares epiteliais humanas  

(A549) que receberam 1µg de LPS. (A) células sem tratamento, com presença de 

TLR4 na sua superfície (pontos brilhantes). (B) Células tratadas com LPS por 4h 

apresentaram um aumento da produção de TLR4 na sua superfície.(Andrade et al, 

dados não publicados).  

 
3.1.7 -  TLR3 
 

O TLR3 reconhece RNA dupla-hélice (dsRNA) o qual é produto da replicação 

viral em células infectadas, e induz a produção de interferons tipo I (IFN-α e -β). 

DsRNAs exercem vários efeitos fisiológicos incluindo atividades antivirais e imuno 

estimulatórias, além de induzirem a transcrição de alguns genes estimulados por 

IFN, promovendo a maturação de células dendríticas. Quando ocorre destruição 

celular por vírus, o dsRNA é identificado por TLR3 expresso na superfície celular de 

diferentes tipos de células. No entanto, para o estudo da função do TLR3 tem sido 

utilizado um dsRNA sintético chamado ácido polinosinico-policitidinico [poli(I:C)], que 

possui atividade muito semelhante daquela do dsRNA viral (ALEXOPOULOU et al., 

2001).  
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3.1.8 - TLR5 

 

Este TLR é responsável pela identificação da flagelina a qual é a principal 

proteína componente do flagelo (HAYASHI et al., 2001). O flagelo é uma longa 

estrutura filamentosa que se estende para fora da célula e funciona como propulsor 

sendo encontrado tanto em bactérias Gram-negativas como positivas.  

 

3.1.9 - TLR7, TLR8, TLR9 e TLR10 
 

O TLR9 é responsável pelo reconhecimento de dinucleotides CG não 

metilados de DNA bacterianos (CpG DNA). O DNA bacteriano é bem conhecido 

como estimulador de resposta imune e esta atividade imunoestimulatória é atribuída 

à presença de CpG não metilados, os quais não estão presentes no DNA de 

vertebrados. Estes CpG são reconhecidos pelo TLR9 na superfície celular 

estimulando a maturação de células dendríticas, a produção de macrófagos e 

células NK bem como um aumento na expressão gênica do complexo maior de 

histocompatibilidade (MHC) classe II, CD40, CD80, CD86, os quais são marcadores 

de superfície de células dendríticas maduras (ASHKAR et al., 2002). O uso de oligo-

desoxinucleotídeos sintéticos (ODNs) que contêm CpG não metilados, em modelos 

animais mostrou que estes componentes também ativam células imunes e 

estimulam potentes respostas por parte do sistema imune Th1, o qual protege o 

organismo contra uma variedade de doenças de natureza imunológica. Por isso, o 

CpG DNA pode ser clinicamente útil como um adjuvante em uma grande variedade 

de vacinas contra doenças infecciosas, câncer e doenças alérgicas (WAGNER, 

2002) 

Os TLR7 e TLR8 são altamente homólogos ao TLR9 (CHUANG et al., 2000). 

Embora os ligantes naturais para TLR7 e TLR8 permaneçam ainda não 

identificados, recentes evidências sugerem que estes TLRs podem estar 

relacionados ao reconhecimento de estruturas semelhantes aos ácidos nucléicos em 

microorganismos (HEMMI et al., 2002) ou mesmo partículas virais (MIETTINEN et 

al., 2001).  

O TLR10 é encontrado principalmente em células de tecidos linfóides e tecido 

pulmonar, no entanto até o momento nenhum ligante específico para este TLR foi 

encontrado (CHUANG et al., 2001). 
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3.2 - IMUNIDADE INATA E TRANSPLANTE DE ÓRGÃOS 
 

 A imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo contra 

microorganismos potencialmente patogênicos. Este sistema filogeneticamente 

preservado entre diferentes espécies consegue discriminar “self” e “non-self”, ou seja 

consegue discernir e identificar estruturas estranhas ao organismo e atacá-las 

imediatamente após o contato. Recentes evidências sugerem que este sistema é 

essencial para a geração de uma resposta adquirida efetiva (FOX-MARSH & 

HARRISON, 2002). Isto porque os receptores de células T e B estão arranjados ao 

acaso, não sendo capazes de discriminar se um determinado antígeno está 

associado a um patógeno potencialmente danoso ao organismo. Então, quando 

ocorre o primeiro contato com um antígeno desconhecido, estas células ficam 

dependentes dos sinais providos pelo sistema inato, que irá fornecer a informação 

necessária para uma resposta efetiva, além de poderem discernir entre diferentes 

patógenos já que estes podem desencadear respostas distintas.  

 

3.2.1 - Componentes do sistema imune inato 
 

 Os mais especializados componentes celulares da resposta inata incluem: 

macrófagos, neutrófilos, células NK, células dendríticas, mastócitos e basófilos 

(ABRAHAM et al., 1998; FOX-MARSH & HARRISON, 2002). As células epiteliais por 

serem geralmente as primeiras a entrar em contato com patógenos, também 

possuem uma importante função na resposta imune inata. Como por exemplo as 

células alveolares epiteliais que quando em contato com microorganismos 

desencadeiam uma série de eventos culminando com a apresentação de antígenos 

por macrógafos e neutrófilos alveolares resultando na produção de citocinas (figura 

6) Outros componentes celulares que fazem parte da sistema imune inato, são os 

chamados componentes solúveis, que incluem moléculas do sistema de 

complemento, proteína C reativa (DU CLOS, 2000), lecitinas, colectinas, defensinas, 

lisozimas, fosfolipase A2, serprocidinas e lacoteferrinas ligadas ao ferro que são 

importantes no reconhecimento de patógenos (KAISER et al., 2000; GADJEVA et al., 

2001; TRAVIS et al., 2001).  

 Os antígenos ou ligantes encontrados na parede celular dos diferentes 

microorganismos são chamados de padrões moleculares associados a patógenos, e 
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são reconhecidos por receptores específicos, entre os quais estão incluídos os TLRs 

(TAKEDA et al., 2003,) os receptores ”scavenger” (ScvR)(GORDON, 1998), os 

receptores de mannose de macrófagos (FRASER et al., 1998) e receptores de β-

glycan, (STAHL, 1992). Estes distintos padrões moleculares apresentados pelos 

patógenos são freqüentemente constituídos por lipídios e carboidratos, 

presumivelmente porque eles são os maiores componentes das membranas 

celulares dos microorganismos. Os mais bem conhecidos PAMP incluem, 

lipopolissacarídeo, ácido teicóico, RNA de dupla hélice e dinucleotídeos CpG não 

metilados que são comuns em DNA bacteriano (AKIRA et al., 2001). 

 

 Figura 6: Resposta inflamatória de células alveolares epiteliais tipo II, na 

presença de patógenos  

 
Legenda: Quando ocorre a presença de patógenos no interior dos alvéolos, células 

alveolares tipo II auxiliam os macrófagos alveolares no combate aos 

microorganismos patogênicos (ver texto) 
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3.2.2 - Modo de ação do sistema imune inato 
 
 Um modo bem estabelecido de como a imunidade inata desencadeia ou 

auxilia na resposta adquirida é através da produção de citocinas. Quando células 

apresentadoras de antígenos (ex: células dendríticas e macrófagos) entram em 

contato com bactérias, ocorre a produção de IL-12, IL-23 e IL-27. Estas citocinas, 

principalmente IL-12, são importantes na diferenciação de células T virgens (“naive”) 

em linfócitos T auxiliares tipo 1 (Th1) e também na estimulação da produção de 

interferon gama (IFN-γ) por linfócitos T CD4 (DABBAGH et al., 2003). Durante este 

processo de apresentação do antígeno, aquela célula T virgem que se diferenciou 

em célula Th1 também pode se diferenciar em célula Th2 a qual esta relacionada à 

produção de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e que também é responsável pela resposta 

imunidade humoral (AKIRA et al., 2001). Recentes evidências sugerem que os TLRs 

estão relacionados com a ativação de células Th1, enquanto as células Th2 parecem 

ser estimuladas por outros mecanismos ainda desconhecidos. Estas observações 

surgiram através do uso de camundongos com a ausência da proteína adaptadora 

MyD88, onde a produção de células Th1 pôde ser diminuída assim como a produção 

de IFN-γ. A produção de IL-4 e outras citocinas anti-inflamatórias não sofreram 

alteração, sugerindo que a ativação das células Th2 (figura 7) poderia ser 

independente da ativação dos TLRs (SCHNARE et al., 2001). 
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Figura 7: Regulação do desenvolvimento de células T auxiliares por TLRs em 

células apresentadoras de antígenos. 

 

Legenda: Através do reconhecimento de patógenos pelos TLRs as células 

dendríticas imaturas sofrem maturação e induzem a produção de citocinas como IL-

12 e IL-18. Estas citocinas funcionam com “instrutores” e direcionam as células T 

virgens (“naive”) a diferenciarem-se em células Th1. Os patógenos também podem 

ser capturados por outras maneiras como fagocitose ou endocitose, sendo estes 

processados e apresentados a células T como antígenos ligados ao complexo de 

histocompatibilidade principal.  

Para a expansão de clones de células T antígenos-específicos, a apresentação do 

antígeno necessita de um concomitante aumento da expressão de moléculas co-

estimuladoras na superfície das células APC. Este aumento da expressão também 

pode ser desencadeado pelos TLRs que irão induzir a produção de células Th1. 

Permanece ainda sem explicação se os TLRs das APC estão envolvidos na resposta 

imune das células Th2. 
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3.2.3 - O papel das células T na rejeição em transplante de órgãos 
 

 A rejeição de enxertos alogênicos em órgãos e tecidos ocorre porque o 

genoma dos mamíferos contém vários locos polimórficos que codificam uma grande 

variedade de antígenos (KRENSKY et al., 1990). Pessoas que não expressam um 

determinado alelo de qualquer um destes locos irão reconhecer a proteína codificada 

por aquele alelo como “estranho” e irão iniciar uma vigorosa resposta imune que 

resultará em rejeição do enxerto. Os mais importantes genes estão agrupados 

dentro do complexo maior de histocompatibilidade (MHC), que em humanos é 

conhecido como o complexo HLA. As moléculas do MHC são expressas na 

superfície das células apresentadoras de antígenos, tais como macrófagos e células 

dendríticas. Sua função é ligar-se a fragmentos de peptídeos derivados de 

microorganismos invasores e apresentá-los às células T, que os reconhecem 

através de seus receptores de antígenos. Este primeiro passo do reconhecimento 

inicia a resposta imune mediada por células T. 

 Órgãos transplantados expressam as moléculas do MHC do doador, 

resultando em dois caminhos para o reconhecimento dos antígenos (SAYEGH et al., 

1994). No caminho direto, as células T dos receptores reconhecem as moléculas do 

MHC alogênico (MHC estranho) expressas nas células dos doadores. Um vez que 

as células T normalmente reconhecem peptídeos estranhos ligando-se às moléculas 

do MHC de seu próprio corpo (MHC próprio), é sugerido que isto ocorra através do 

caminho direto, quando as células T reconhecem moléculas intactas de MHC 

alogênicos, por causa de seu mimetismo – isto é, MHC alogênicos assemelham-se 

ao MHC próprio mais o peptídeo estranho (LECHLER et al., 1990). Na via indireta, 

os peptídeos derivados do catabolismo das moléculas do MHC do doador são 

apresentados pelo MHC próprio nas células apresentadores de antígenos dos 

receptores, de uma maneira semelhante ao processo normal de apresentação de 

antígeno bacteriano ou viral. O caminho direto pode ser responsável pelo vigor da 

resposta imune na rejeição aguda, enquanto que o caminho indireto pode apresentar  

papel dominante na rejeição crônica (CIUBOTARIU et al., 1998). 

 Células T expressam glicoproteínas CD4 ou CD8 em sua superfície 

(KRENSKY et al., 1990). Células CD4, são chamadas células T auxiliar e são as 

mais importantes para o inicio da rejeição do enxerto (KRIEGER et al., 1996). Elas 

são responsáveis pela produção da maioria das citocinas que são necessárias para 
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estimular o sistema imune (KRENSKY et al., 1990). Estas citocinas atuam de uma 

maneira autócrina sobre as células CD4 e de maneira parácrina sobre as outras 

células, tais como CD8 (a maioria dos quais são linfócitos T citotóxicos), macrófagos 

e células B. Embora células CD8 possam produzir pequena quantidade de citocinas, 

sua principal contribuição para a rejeição do enxerto é através da lise direta das 

células dos doadores. Ambos, macrófagos e células CD4 contribuem para a rejeição 

do enxerto através da resposta tipo hipersensibilidade tardia, a qual envolve a 

produção de mediadores solúveis tais como o fator de necrose tumoral e espécies 

reativas de oxigênio. Esta resposta é suficiente para causar perda do enxerto ainda 

na ausência de CD8 (KRIEGER et al., 1996). Embora células B não participem 

diretamente da rejeição aguda quando o receptor não foi previamente exposto aos 

aloantígenos em questão, anticorpos produzidos depois da sensibilização (ex: 

transfusão sangüínea ou transplante prévio) são causas de rejeição hiper-aguda ou 

rejeição acelerada. Reações de hipersensibilidade do tipo tardia e aloanticorpos 

podem atuar no processo de rejeição crônica. 

 

3.2.4 - O papel das células T na resposta imune. 

 

 Inicialmente as células T virgens devem determinar se o antígeno está 

presente e se ele apresenta alguma ameaça para o organismo. Esta informação é 

fornecida pelas células dendríticas localizadas em órgãos linfóides secundários, que 

captam e aprisionam os antígenos produzidos em algum lugar no organismo. Então, 

estas células T migram para estes tecidos linfóides, em um processo conhecido 

como “homing” (BUTCHER & PICKER, 1996). O encontro com um antígeno induz a 

produção de clones de células T, produzindo aproximadamente 1000 vezes mais 

descendentes com atividade antigênica idêntica (figura 7). Por fim estes linfócitos 

ativados adquirem suas funções e partem para os locais da inflamação onde eles 

interagem com células parenquimatosas e entram em contato com antígenos e 

também com leucócitos, tais como eosinófilos, mastócitos e basófilos (em reações 

alérgicas induzidas por células T tipo 2) ou macrófagos e neutrófilos (em reações 

inflamatórias mediadas por células T tipo 1). Outras células efetoras orquestram a 

resposta humoral através das células B nos órgãos linfóides. A maioria das células 

efetoras morre após o antígeno ser destruído, no entanto algumas poucas células 

que sobreviveram ao entrarem em contato com o antígeno desenvolvem memória 
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imunológica permanecendo por longo tempo como fator de proteção. Diferentes 

grupos de células de memória permanecem em estado de alerta em órgãos linfóides 

e “patrulham” tecidos periféricos a fim de fornecer uma rápida resposta sempre que 

o antígeno retornar (SALLUSTO et al., 1999).  

 Para os linfócitos T chegarem aos tecidos eles devem aderir ao endotélio dos 

capilares, no entanto o fluxo sangüíneo é muito forte sendo necessário o auxílio de 

moléculas de adesão, que formam ligações estáveis com seus receptores nas 

paredes vasculares.  

 

3.2.5 - Migração das células dendríticas 
 
 O retorno para “casa” em qualquer órgão linfóide permanece “virgem” ao 

menos que linfócitos encontrem o antígeno em determinada situações. As células 

dendríticas são imprescindíveis neste aspecto. Subgrupos de monócitos voltam para 

os tecidos e se diferenciam nas chamadas células dendríticas imaturas. Ambos os 

tipos de células expressam receptores para quimocinas inflamatórias e outros 

quimioatratores que são liberados durante as infecções.  

 Células dendríticas imaturas “patrulham” os tecidos e engolfam 

microorganismos, células mortas e restos celulares. Quando expostas a estímulos 

inflamatórios, elas trafegam para os linfonodos locais através dos vasos linfáticos 

aferentes, são submetidas a maturação, perdem seus receptores para quimocinas 

inflamatórias e aumentam a regulação da expressão dos receptores para quimocinas 

linfocitárias. Estas alterações permitem que as células dendríticas maduras 

encontrem o seu caminho para a área de células T nos linfonodos. Enquanto em 

trânsito, as células dendríticas também preparam todo o aparato para a 

apresentação do antígeno, ao mesmo tempo em que, ocorre a produção de 

quimocinas que atraem as células T, que estarão esperando a chegada das células 

dendríticas nos linfonodos (VON ANDRIAN et al., 2000).  

 

3.2.6 - Xenotransplante e imunidade inata 

 

 Um grande estímulo para a ativação de vários componentes do sistema imune 

inato em células xenogênicas quando comparado com células alogênicas está 

provavelmente relacionado ao nível aumentado da disparidade de carboidratos e 
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lipídios entre as células de diferentes espécies. Por exemplo, a principal diferença 

celular entre carboidratos em humanos e outras espécies é a presença da alfa 

galactose (Gal) 1-3 Gal beta 1-4 GlcNAc-R (α-Gal) na superfície celular. A presença 

deste carboidrato tem sido identificada como a base para a rejeição hiper-aguda de 

xenoenxertos de células de porcos em humanos ou órgãos de macacos em 

humanos (GALILI, 2001). Isto porque ocorre a produção de anticorpos mesmo antes 

do transplante (SATAKE et al., 1994) sendo estes anticorpos largamente 

direcionados contra a α-Gal. Este carboidrato está relacionado a antígenos dos 

grupos sangüíneos A e B e constitui aproximadamente 1% da imunoglobulina G 

(IgG) circulante no sangue humano (GALILI et al., 1995; GALILI, 2001). A fonte 

antigênica para a produção constante de anticorpos específicos contra α-Gal parece 

ser a presença de epítopos (antígenos protéicos) da alfa-galactosil símile encontrado 

em muitas bactérias da flora gastrointestinal (GALILI, 2001).  

 Em modelo de xenotransplante utilizando células de porco injetadas 

intraperitonealmente em camundongos, foi observado uma estimulação de PRRs, 

com aumento da expressão de vários genes, incluindo TLRs, proteína ligante de 

lipídio A, CD14, galectinas, receptor para o inibidor “killer” (KIR), p91, receptores 

para macrófagos “scavenger” e macrófagos lecitina tipo-C (FOX-MARSH & 

HARRISON, 2002). Este modelo foi utilizado porque células xenogênicas atuam 

como um grande estímulo para a produção de resposta imune, sugerindo que a 

rejeição a xenoenxertos depende de interações bidirecionais entre imunidade inata e 

adquirida. Esta resposta é dependente de macrófagos e neutrófilos que estimulam a 

produção de células T e, no caso de ausência destas células apresentadoras de 

antígenos, a produção de linfócitos T será interrompida. Este trabalho sugere que a 

resposta inata por parte dos macrófagos e neutrófilos aumenta consideravelmente a 

infiltração de células T e por isso ocorre a rejeição a xenoenxertos.  

 

3.2.7 - Imunidade em isquemia e reperfusão de órgãos 
 

 O dano em vários órgãos, principalmente pulmão e fígado, causado por 

isquemia e reperfusão, representa um processo contínuo que culmina em lesão e 

conseqüentemente comprometimento da função do órgão, resultando na perda do 

enxerto. Este processo é desencadeado quando órgãos são transitoriamente 
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privados de oxigênio e posteriormente re-oxigenados podendo ocorrer em um 

grande número de quadros clínicos, como aqueles associados com estados de baixa 

perfusão (fluxo), diversos procedimentos cirúrgicos, ou durante a obtenção de 

órgãos para transplante (ANDRADE, 2001; FONDEVILA et al., 2003).  

 Em transplante hepático a lesão por isquemia e reperfusão é responsável por 

mais de 10% de falência precoce do enxerto (HOWARD et al., 1990), enquanto em 

transplante pulmonar esta síndrome representa cerca de 10 a 15% das mortes 

precoces (CHRISTIE et al., 1998; CHRISTIE et al., 2003). Em ambos casos esta 

síndrome pode resultar no aumento da incidência de rejeição tanto aguda quanto 

crônica, afetando o prognóstico dos pacientes transplantados (FONDEVILA et al., 

2003; PALMER et al., 2003). Entretanto, até o presente momento não existe 

tratamento para prevenir lesão por isquemia e reperfusão. Extensos esforços em 

pesquisa têm sido investidos para o melhor entendimento desta síndrome. Embora 

reperfusão em si, seja bem tolerada após curtos períodos de isquemia fria, esta se 

torna crítica para a manifestação de injúria que se apresenta durante um profundo e 

prolongado período de hipotermia, pois pode causar alteração do citoesqueleto e 

organelas celulares e romper as membranas, resultando em desequilíbrio do 

gradiente de potencial elétrico, levando a redistribuição de íons (FONDEVILA et al., 

2003).  

 A lesão de I/R no endotélio, afeta o delicado balanço que mantém a 

homeostase da microcirculação. Os leucócitos PMN exacerbam os distúrbios 

microcirculatórios e a migração para os tecidos lesados. Uma vez que ocorre o 

extravasamento e migração, há pouca dúvida sobre as capacidades destrutivas dos 

leucócitos PMN (FONDEVILA et al., 2003). 

 Evidências clínicas de transplantes cadavéricos demonstram uma contribuição 

importante de isquemia e reperfusão para a disfunção precoce do enxerto e rejeição 

aguda bem como no resultado a longo prazo (LAND, 1994; TAKADA et al., 1997). 

Em adição, evidências acumuladas em modelos experimentais em animais indicam 

que a disfunção crônica do enxerto é mediada por mecanismos dependentes bem 

como independentes de aloantígenos, com a isquemia e reperfusão do enxerto 

sendo um importante fator independente do antígeno (TAKADA et al., 1997). Os 

mecanismos de como a isquemia contribui precoce, bem como tardiamente com a 

disfunção do enxerto permanecem ainda não esclarecidos. Tem sido sugerido que a 

lesão isquêmica aumenta a imunogenicidade do enxerto (TAKADA et al., 1997), 
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principalmente por causa do aumento da produção dos antígenos de classe II do 

complexo de histocompatibilidade principal (MHC). Como o MHC classe II sozinho 

não é suficiente para causar ativação total de células T, o aumento da produção da 

molécula coestimulatória B7 é essencial na regulação deste aumento da 

imunogenicidade (TAKADA et al., 1997).  

 Órgãos isquêmicos são infiltrados por células T CD4, monócitos e macrófagos 

que secretam citocinas, quimoatratores e fatores de crescimento. Citocinas, tais 

como o IFN-γ e TNF-α, são potentes indutores de expressão de antígeno classe II do 

MHC (HALLORAN et al., 1989) enquanto a citocina RANTES (“regulated upon 

activation normal T-cell expressed and secreted”) facilita o acúmulo de células T e 

macrófagos por efeitos quimiotáxicos diretos ou por regulação da expressão dos 

produtos de macrófagos (SCHALL et al., 1990). A citocina IL-6 derivada de 

macrófagos e a iNOS (óxido nítrico sintetase induzível) estão relacionadas ao 

desenvolvimento de disfunção crônica do enxerto (RUSSELL et al., 1995a; 

RUSSELL et al., 1995b), enquanto que o TGF-β (fator de crescimento tumoral beta) 

é considerado ter um papel na fase tardia de fibrose no rim (SHARMA et al., 1996). 

Todas estas moléculas observadas na fase inicial do transplante podem ser 

relevantes ao desenvolvimento tardio da disfunção do enxerto. 

 Em resumo, a lesão primária não específica (como a lesão por isquemia e 

reperfusão) ao órgão doado, induz a eventos de dois sistemas imunológicos de 

defesa distintos: (1) um mais amplo, comandado pela resposta inata, resultando em 

(2) um definitivo sistema adquirido do hospedeiro que leva a uma lesão específica do 

enxerto (rejeição). Na verdade, I/R pode criar um ambiente de inflamação que opera 

como um sinal de perigo em transplante de órgãos e em analogia com a inflamação 

em infecções induzidas por antígeno, pode iniciar o estado da imunidade inata pela 

ativação dos TLRs. As alterações no ambiente podem levar a degradação de 

potenciais agonistas, tais como heparan sulfato, proteoglicano, que podem iniciar a 

ativação dos TLRs através das células dendríticas.  
. 
3.2.8 - Papel dos receptores toll-símile em transplante de órgãos  
 

A função dos TLRs em transplante de órgãos ainda está para ser definida. No 

entanto, recentes evidências têm auxiliado a entender como estes receptores 

poderiam agir no quadro de transplante de órgãos. Isto deve-se ao fato de que além 
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de reconhecerem PAMP de diferentes microorganismos, os TLRs são também 

capazes de identificar ligantes endógenos tais como proteínas “heat shock” (ASEA et 

al., 2002; VABULAS et al., 2002), conteúdo de células necróticas (LI et al., 2001) e 

sulfato de heparan (JOHNSON et al., 2002). A presença de células apoptóticas per 

se, não ativaria a resposta imune inata através dos TLRs, no entanto quando existe 

a associação com infecção, ocorre uma produção muito maior de citocinas do que 

aquela que aconteceria no caso em que somente determinado patógeno estivesse 

envolvido (LUCAS et al., 2003). Estas observações são importantes porque em 

transplante de órgãos a presença de apoptose ou morte celular programada, pode 

ocorrer em altas percentagens, como no caso de transplante pulmonar onde até 

30% de células apoptóticas podem ser observadas após 2 horas de reperfusão em 

pacientes com boa função pulmonar e bom prognóstico (FISCHER et al., 2000).  

Em quadro de lesão por isquemia e reperfusão, a presença de infecção 

também parece estar associada a uma ativação da expressão dos TLRs, como 

observado em modelo de transplante hepático em ratos. Nesse modelo, após 6 

horas de reperfusão houve um aumento da concentração de LPS circulante, bem 

como um aumento da expressão de TLR2 (TSOULFAS et al., 2002). Este trabalho 

sugere que microorganismos podem contaminar aloenxertos e estimular os TLRs 

utilizando os tradicionais PRRs e PAMP.  

A lesão por isquemia e reperfusão tem sido sugerida como um ativador do 

sistema imune inato em transplante de órgãos (FONDEVILA et al., 2003) (figura 8). 

Esta hipótese foi confirmada por He et al em 2002, que utilizando camundongos com 

ausência de células B e T (chamados camundongos alinfóides) em modelo de 

transplante cardíaco, observaram que mesmo sem a presença de imunidade 

adquirida havia uma robusta resposta pelo sistema imune inato que foi comprovada 

pela ativação de várias citocinas inflamatórias (HE et al., 2002). Os mesmos autores 

também sugerem que a presença de estresse ou resposta a lesão por isquemia e 

reperfusão durante transplante pode ser suficiente para produzir um resposta inata 

na ausência de infecção (HE et al., 2002). Posteriormente, utilizando o mesmo 

modelo, estes autores (HE et al., 2003) verificaram que sete dias após o transplante 

ocorria um aumento das citocinas inflamatórias produzidas pelo sistema inume 

adquirido e uma diminuição daquelas produzidas pelo sistema inato, sugerindo que 

este último seria responsável pela indução da imunidade adquirida. 
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Figura 8: Representação esquemática do provável mecanismo da ação dos 

receptores Toll-símile durante a fase de isquemia e reperfusão 

Legenda: Na fase inicial do transplante de órgãos (ex: pulmão), (A) durante a 

reperfusão do enxerto, pode ocorrer a destruição da membrana alvéolo capilar e 

extravasamento de monócitos e outras células apresentadoras de antígenos no 

interior dos alvéolos. (B) Entretanto, pode haver a presença de células apoptóticas e 

conteúdo de células necróticas no interior dos alvéolos, bem como no espaço 

intersticial, os quais juntamente com a presença de patógenos e outros ligantes 

endógenos podem ser reconhecidos pelos TLRs e aumentar a produção de 

citocinas. 

 

Outra evidência que colabora com a teoria de que o sistema imune inato pode 

ser ativado durante a fase de reperfusão do enxerto é o trabalho realizado por 

Hutchings et al (2003) em modelo de transplante renal em macacos. Neste trabalho 

foi testada uma nova droga imunossupressora chamada 15-deoxyspergualin (DSG), 

a qual inibe a translocação do NF-κB ativado para o núcleo, através da via de 

sinalização das proteínas de choque térmico (HSP). Esta droga administrada 5 horas 

antes da reperfusão, diminuiu os níveis citoplasmáticos da HSP70 e Relb e resultou 

em uma diminuição da produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-12 e INF-γ) 

na fase inicial de reperfusão do enxerto. Setenta e seis por cento dos animais que 

receberam esta droga não apresentaram qualquer episódio de rejeição e estavam 

com enxertos funcionantes após 4 anos, sem qualquer tratamento imunossupressor 

adicional (HUTCHINGS et al., 2003). 
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Quadros de rejeição aguda ou crônica apresentam um impacto significante na 

viabilidade do enxerto e sobrevida dos pacientes transplantados (SAYEGH et al., 

1998). Clinicamente, a rejeição crônica é manifestada por disfunção gradual e 

progressiva do enxerto levando a falência do órgão. Em enxertos renais e cardíacos 

a principal manifestação patológica da rejeição crônica é arteriosclerose e em 

pulmões é a bronquiolite obliterante (SAYEGH & TURKA, 1998)  

O papel dos TLRs na rejeição do enxerto foi bem caracterizado em modelo de 

transplante de pele em camundongos, onde Goldestein et al (2003) demonstraram 

que utilizando camundongos com ausência da proteína adaptadora MyD88, estes 

animais eram incapazes de rejeitar aloenxertos que apresentavam apenas diferença 

no complexo menor de histocompatibilidade, o qual esta relacionado com a 

presença do cromossomo Y (GOLDSTEIN et al., 2003). Adicionalmente, foi 

demonstrado que a resposta a rejeição poderia ser restaurada pela infusão de 

células esplênicas de camundongos normais ou pelo fornecimento de células 

apresentadoras de antígenos do doador. Estes mesmos autores apresentaram 

evidências de que a incapacidade de rejeitar aloenxertos naqueles camundongos 

mutantes estava associada a um número reduzido de células dendríticas imaturas 

nos linfonodos de drenagem dos aloenxertos durante as duas primeiras semanas do 

transplante e com o impedimento da geração de células T antienxerto. 

Adicionalmente, camundongos mutantes apresentaram um interrupção da imunidade 

Th1 em direção ao aloenxerto. Este estudo fornece evidências que a imunidade 

adquirida é controlada pela imunidade inata e demonstra que a via de sinalização 

dos TLRs, IL-1 e IL-18 através de MyD88 é crítica para a rejeição de aloenxertos 

incompatíveis com o cromossomo Y, indicando que os TLRs podem ser ativados por 

ligantes endógenos e não somente pelos tradicionais PAMPs. No entanto, este 

trabalho não indica qual o ligante do aloenxerto que estaria envolvido com a rejeição 

(GOLDSTEIN et al., 2003). 

 Com o objetivo fornecer evidências de que a imunidade inata poderia ter 

alguma função na rejeição aguda após transplante pulmonar, Palmer et al (2003) 

quantificaram a expressão de dois diferentes polimorfismos de TLR4 em amostras 

sangüíneas de 147 receptores e doadores. Estes autores sugerem que a 

identificação de diferentes heterozigotos de TLR4 antes do transplante poderia ser 

um fator preditivo do risco para rejeição aguda após transplante pulmonar, 

permitindo uma melhor individualização dos regimes imunossupressores após 
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transplante. Uma redução da imunossupressão em pacientes com diferentes 

polimorfismos de TLR4 poderia ser possível e desejável devido aos efeitos tóxicos 

da maioria das medicações imunossupressoras (PALMER et al., 2003).  
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3.3 - CITOCINAS EM TRANSPLANTE DE ÓRGÃOS 
 

 As citocinas são pequenas proteínas com pesos moleculares variando entre 8 

a 40.000 daltons. Originalmente chamadas de linfocinas ou monocinas para indicar a 

sua fonte celular, tornou-se claro que o termo citocina é a melhor descrição já que 

quase todas as células nucleadas são capazes de sintetizar estas proteínas e 

também responder a elas. A maioria das citocinas estão primariamente envolvidas 

na reposta do hospedeiro a infecções ou doenças e menos comumente com os 

mecanismos homeostáticos (DINARELLO, 2000b). 

 Existem atualmente 18 citocinas com o nome de interleucinas (IL). Outras 

citocinas preservam o seu nome inicial de acordo com sua descrição biológica 

original, com por exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). As citocinas 

podem ser dividas em dois grupos segundo as suas propriedades inflamatórias: (1) 

citocinas pró-inflamatórias, e (2) anti-inflamatórias, as quais suprimem a atividade 

das primeiras. Por exemplo, IL-4, IL-10 e IL-13 são potentes ativadores de linfócitos 

B e também potentes agentes antiinflamatórios. Elas são chamadas citocinas anti-

inflamatórias pela sua capacidade de suprimir os genes para citocinas pró-

inflamatórias como a IL-1, TNF-α e as quimocinas (DINARELLO, 2000b). 

 O interferon-gama (IFN-γ) é um outro exemplo de citocinas de natureza 

pleiotrópica. Assim como IFN-α e β, IFN-γ possui atividade antiviral e é um potente 

ativador da via que leva a produção de células T. Entretanto, o IFN-γ é considerado 

uma citocina pró-inflamatória porque aumenta a atividade do TNF-α e induz a 

produção de óxido nítrico. 

 Citocinas pró-inflamatórias podem ser induzidas rapidamente por lesão de 

isquemia e reperfusão, como observado em estudos clínicos e experimentais de 

transplante de órgãos sólidos tais como rim (LEMAY et al., 2000), fígado (GERLACH 

et al., 1999), coração (OZ et al., 1995) e pulmão (SERRICK et al., 1995). Em 

transplante pulmonar em humanos, De Perrot et al (2002) mediram os níveis 

protéicos da citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-8, IL-10, IL-12, e IL-18, em tecido pulmonar 

de dezoito doadores durante o período de armazenamento e após reperfusão. Neste 

trabalho foi observada uma diminuição nos níveis protéicos de todas as citocinas 

após reperfusão, com exceção para IL-8 cujos níveis estavam significativamente 

aumentados no período pós transplante (DE PERROT et al., 2002). Parâmetros dos 
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doadores incluindo tensão de oxigênio, causa da morte cerebral, tabagismo, cultura 

positiva em lavado bronco-alveolar (LBA) e tempo em ventilação mecânica não 

tiveram influência nos níveis de expressão de citocinas. Entretanto a idade do 

doador estava inversamente correlacionada com os níveis de IL-10 após reperfusão. 

Como a IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatória, os seus baixos níveis em 

pulmões de doadores mais velhos poderiam explicar porque esta população estaria 

mais suscetível a lesão de isquemia de reperfusão e a níveis mais elevados de 

mortalidade (TRULOCK et al., 2003).  

A seguir serão apresentadas e discutidas as principais interleucinas e 

citocinas potencialmente envolvidas em lesão de isquemia e reperfusão após 

transplante. 

 

3.3.1 - Interleucina 8  
 

 A IL-8 é uma potente quimocina ativadora de neutrófilos promovendo a 

adesão, migração e degranulação de neutrófilos (HARADA et al., 1994; FISHER et 

al., 2001). Os neutrófilos têm sido implicados na patogênese da lesão de isquemia 

de reperfusão após transplante pulmonar e estão primariamente envolvidos na 

resposta inflamatória tardia que ocorre poucas horas após reperfusão (MCCORD, 

1985; CLAVIEN et al., 1992). Em transplante pulmonar os níveis aumentados de IL-8 

logo após reperfusão poderiam atuar como um recrutador de neutrófilos resultando 

em lesão pulmonar secundária pelo acúmulo destas células. Fisher et al (2001) 

demonstraram que receptores de transplante pulmonar que morreram de disfunção 

precoce do enxerto tinham níveis significativamente altos de IL-8 no LBA antes da 

retirada dos órgãos (FISHER et al., 2001). 

 A importância da IL-8 também tem sido demonstrada em pacientes com 

SDRA (MILLER et al., 1996) e transplante hepático clínico (MUELLER et al., 1996a). 

Mueller et al (1996a) demonstraram que os níveis de IL-8, em transplante hepático 

em humanos, alcançaram seu pico após 2 horas de reperfusão em sangue periférico 

e rapidamente diminuíram depois deste período. Além disso, os níveis de IL-8 nas 

veias hepáticas efluentes imediatamente após da reperfusão e na circulação 

sistêmica 2h e 24h após reperfusão estavam correlacionados com a severidade da 

lesão por reperfusão (MUELLER et al., 1996a). Em outro estudo, Sekido et al (1993) 

realizando a administração de anticorpo anti-IL-8 no início do período de reperfusão 
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reduziram a injúria pulmonar e a infiltração de neutrófilos marcadamente 3 horas 

após a reperfusão em modelo de isquemia pulmonar quente em coelhos (SEKIDO et 

al., 1993).  

 

3.3. 2 – Interleucina 18 e 12 
 

As IL-18 e IL-12 são duas citocinas envolvidas na resposta a infecções 

bacterianas (BOHN et al., 1998). A IL-18 é uma citocina indutora de IFN-γ e da 

reposta por células Th1, sendo considerada uma citocina pró-inflamatória por vários 

motivos: em vários modelos animais, anticorpos que neutralizam IL-18 endógeno 

reduzem a severidade de doença e a letalidade por endotoxinas. Mesmo em 

modelos que são independentes de IFN-γ a neutralização de IL-18 prolonga a 

sobrevida e o anti IL-18 protege o fígado contra a injúria celular causada por toxinas 

ou ativada por células T; em modelos de metástases de melanoma o bloqueio da IL-

18 reduz a aderência de células malignas prevenindo um aumento da expressão 

gênica da molécula de adesão endotelilal 1 (BOHN et al., 1998).  

IL-18 and IL-12 atuam sinergicamente para estimular células T e NK a 

produzirem IFN-γ, no entanto quando ocorre a neutralização da IL-18 não ocorre a 

indução de IFN-γ por IL-12. Em modelos de artrite, injúria pulmonar ou doença 

inflamatória intestinal a neutralização da IL-18 revela o importante papel desta 

citocina como mediador da resposta inflamatória (DINARELLO, 2000a).  

Lentsch et al (1999) e Daemen et al (1999) demostraram em modelo de 

isquemia quente em camundongos que as interleucinas 12 e 18 poderiam também 

estar envolvidas na lesão por isquemia de reperfusão em fígado e rim induzindo a 

liberação de TNF-α e IFN-γ pelo aumento do MHC classe I e II (DAEMEN et al., 

1999; LENTSCH et al., 1999). De Perrot et (2002) observaram que os níveis destas 

duas citocinas estavam significativamente elevados antes da reperfusão quando 

comparadas com o período pós-transplante pulmonar. IL-18 apresentou correlação 

positiva com a extensão do tempo de isquemia (DE PERROT et al., 2002). Uma vez 

que tempos de isquemia mais prolongados são capazes induzir a expressão do 

MHC classe II (QAYUMI et al., 1998) este achado sugere que o tempo de isquemia 

fria poderia influenciar rejeição aguda e subseqüentemente disfunção crônica do 

aloenxerto através da liberação de IL-18.  
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3.3.3 - Interleucina-10  
 

A IL-10 é uma citocina pleiotrópica e sua principal função é limitar e terminar a 

resposta inflamatória. A IL-10 inibe a ativação e função de células T efetoras das 

células T, monócitos e macrófagos, tem efeito sobre a maioria das células 

hematopoiéticas e inibe por exemplo a síntese das quimocinas CC e CXC, produção 

de óxido nítrico e expressão de moléculas do MHC de classe II. Adicionalmente, a 

IL-10 regula o crescimento e diferenciação de células B, “natural killers”, células T 

citotóxicas e “auxiliares”, inibindo também a produção de outras citocinas 

inflamatórias por monócitos e macrófagos (BOEHLER, 2002).  

No cenário de transplante pulmonar, a IL-10 apresenta duas importantes  

funções: (1) inibição da resposta inflamatória e; (2) inibição da resposta imune 

mediada por células T aloreativas, que resulta na inibição do desenvolvimento de 

células Th1, na inibição da função efetora das células Th1, desvio na resposta imune 

em direção a subpopulação do tipo Th2 e desenvolvimento de subpopulações de 

células T reguladoras que produzem IL-10. Durante isquemia e reperfusão IL-10 

pode ser administrada com o objetivo de prevenir a resposta inflamatória (DE 

PERROT et al., 2003a). Em caso de rejeição aguda, a IL-10 seria direcionada para 

combater a resposta imune mediada por células T, e em quadros de bronquiolite 

obliterante a IL-10 provavelmente deveria reduzir as respostas inflamatórias e àquela 

mediada por células T. Entretanto, de Perrot et al (2002) não encontraram liberação 

significante de IL-10 após a reperfusão como encontrado em transplante hepático 

(MUELLER et al., 1996b). Todavia, os níveis de IL-10 estavam correlacionados 

negativamente com doadores pulmonares acima de 55 anos (DE PERROT et al., 

2002). 

 

3.3.4 - Interleucina 6 
 
 A IL-6 é produzida por uma grande variedade de células, incluindo as células 

B e T, macrófagos, fibroblastos e também células tumorais em resposta a vários 

estímulos (HIRANO et al., 1990). Suas principais funções biológicas estão 

relacionadas à indução da maturação final de células B, estimulação da produção de 

proteínas de fase aguda, diferenciação de células T citotóxicas, supressão da 
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eritropoese,  inibição da secreção de albumina e proliferação vascular (HIRANO et 

al., 1990). 

 A IL-6 é, normalmente, considerada uma citocina pró-inflamatória, no entanto 

ela apresenta também funções anti-inflamatórias. As concentrações de IL-6 estão 

elevadas no sangue de pacientes vítimas de trauma (BIFFL et al., 1996), em 

quadros de endotoxiemia, inflamação aguda ou crônica, infecções ou doenças 

mestastáticas ou por qualquer agente que desencadeia a resposta do hospedeiro 

(HIRANO et al., 1990). 

 A IL-6 é uma citocina que atua na fase aguda do transplante de órgãos e com 

efeitos biológicos pleiotrópicos (HIRANO et al., 1990). Esta citocina tem função 

importante na defesa do hospedeiro, hematopoiese e inflamação (HIRANO et al., 

1990). A IL-6 apresenta potentes propriedades anti-inflamatórias, particularmente na 

prevenção de lesões relacionadas com endotoxiemia (ULICH et al., 1991; BARTON 

et al., 1993). Em modelo de endotoxiemia em ratos, a IL-6 recombinante apresentou  

efeitos significantes na prevenção na infiltração de neutrófilos e redução de outros 

fatores inflamatórios (ULICH et al., 1991). Camargo Jr et al,  em modelo de isquemia 

quente, em fígado através do clampeamento da vasculatura hepática demonstram 

que a administração da IL-6 recombinante protege o fígado de ratos e camundongos 

após reperfusão, o que foi comprovado por análise histológica, enzimas hepáticas e 

diminuição dos níveis de TNF-α (CAMARGO et al., 1997). 

 Em transplante pulmonar os níveis protéicos da IL-6 juntamente com IL-1β, 

TNF-α, e IL-8 estavam elevados no primeiro dia após transplante em pacientes com 

falência do enxerto (MAL et al., 1998). Níveis elevados desta interleucina também 

estão correlacionados com o surgimento de bronquiolite obliterante em pacientes 

que foram submetidos a transplante pulmonar (SCHOLMA et al., 2000) 

 

3.3.5 – Interleucina-1beta 
 

A família das citocinas IL-1 consiste de 2 agonistas IL-1α e IL-1β e um 

antagonista o receptor de interleucina-1 antagonista (IL-1Ra) (DINARELLO, 1998). 

Os agonistas IL-1 são codificados por dois diferentes genes que produzem as 

proteínas IL-1α e IL-1β. A IL-1α esta associada predominantemente a membrana 

celular, enquanto a IL-1β é secretada. Elas são produzidas por uma variedade de 
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células e ambas citocinas ligam-se ao receptor Tipo I de IL-1 (IL-1R) nas células alvo 

apresentando funções biológicas semelhantes (DINARELLO, 1998). A transmissão 

do sinal das IL-1 é basicamente a mesma dos TLRs, ou seja, é através da proteína 

adaptadora MyD88 até transdução do sinal para o interior do núcleo e produção de 

citocinas através de NFκ-B(STRIETER et al., 2002). Esta citocina, juntamente com 

IL-6 tem sido associada como preditor de um prognóstico reservado em pacientes 

submetidos a ventilação mecânica com síndrome da distrição respiratória aguda 

(MEDURI et al., 1995). 

 Em lesão por isquemia e reperfusão a IL-1β, juntamente com TNF-α, IL-6 e IL-

8 são conhecidas como citocinas de fase aguda e normalmente estão aumentadas 

após reperfusão de órgãos (LAND, 1998).  

 

3.3.6 - Interferon Gama  
 

O INF-γ é uma citocina produzida principalmente por células T ativadas e 

células NK que apresentam efeitos complexos nas células imunes e não imunes. O 

INF-γ apresenta um importante papel na resposta inflamatória, normalmente atuando 

em sinergismo com outras citocinas, tais como IL-1β e TNF-α. Uma característica 

importante é que o IFN-γ tem a capacidade de induzir a expressão do complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC) em muitos tecidos, tornando-se isto 

particularmente relevante em transplante de órgãos. O IFN-γ apresenta um papel 

protetor na rejeição aguda em modelo de xenotransplante cardíaco e na reperfusão 

de enxertos vascularizados. Estes achados foram observados em modelo de 

transplante xenogênico em camundongos onde a ausência de IFN-γ provocou uma 

resposta aguda mais rápida e efetiva (WANG et al., 2000). Esses resultados, que 

foram também observados em modelo alogênico de transplante cardíaco e renal em 

camundogos (HALLORAN et al., 2001). A falta de IFN-γ reduz, grandemente, a 

indução do MHC em aloenxertos sendo possível que este esteja indiretamente 

relacionado com o efeito protetor do IFN-γ. No entanto, o INF-γ também promove 

alterações na vasculatura do enxerto no curso tardio dos órgãos transplantados, 

demonstrando que esta citocina apresenta efeitos diversos e contraditórios na 

sobrevivência do aloenxerto, atuando tanto no sistema imune bem como diretamente  
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no enxerto, sendo que a intensidade desta última depende do tipo de enxerto e o 

tempo após transplante (HIDALGO et al., 2002). 

 

3.3.7 - Fator de necrose tumoral alfa  
 

O TNF-α apresenta uma função crítica na resistência dos hospedeiros a 

infecções e crescimento de tumores malignos, agindo como imunoestimulantes e 

também como mediadores da resposta inflamatória. Muitas das ações produzidas 

pelo TNF-α são funcionalmente semelhantes à da IL-1. Por outro lado, um excesso 

na produção de TNF tem sido relacionado com várias condições patológicas, que 

incluem caquexia, choque séptico causado por infecção por bactérias Gram 

negativas, doenças auto imunes e septicemia meningocócica (EIGLER et al., 1997). 

 O TNF-α é produzido principalmente por monócitos e macrófagos, mas 

também pode ser liberado por linfócitos e mastócitos. Ele, juntamente com outras 

citocinas, promove o recrutamento de PMNs do compartimento vascular para o 

interior de órgãos que estão sendo submetidos a qualquer tipo de lesão (MONTON 

et al., 1998). Esta citocina é liberada durante a fase inical de reperfusão do enxerto 

durante transplante de órgãos (LAND, 1998; MAL et al., 1998) estando também 

relacionada com a rejeição aguda (AZZAWI et al., 1999) e crônica (PEREZ-VERDIA 

et al., 2001) em transplante cardíaco e a formação de bronquiolite obliterante em 

transplante pulmonar (ALHO et al., 2003). 

 

3.4 - PROTEÍNA DE CHOQUE TÉRMICO 70 
 

 As proteínas “heat shock” são moléculas altamente conservadas entre os 

diferentes organismos desde bactérias até mamíferos. Cada HSP está localizada em 

um compartimento celular específico, por exemplo: HSP28, HSP70 e HSP90 são 

encontradas no núcleo e citoplasma, enquanto HSP60 e um subgrupo de HSP70 na 

mitocôndria. Elas são consideradas intracelulares por não apresentarem domínios 

através da membrana plasmática, no entanto a presença de estresse celular, tais 

como choque térmico, radiação ultra-violeta, infecção viral e bacteriana resulta na 

translocação das HSP para a membrana plasmática (GALLUCCI et al., 2001).  
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 A principal função das HSP é transportar proteínas malformadas ou 

aberrantes evitando associações incorretas com outras proteínas, atuando assim no 

modelamento e proteção proteica. Adicionalmente, elas ativam macrófagos e células 

dendríticas estimulando a secreção de citocinas pró-inflamatórias (XIE et al., 1999) e 

a expressão de moléculas co-estimuladoras (GALLUCCI & MATZINGER, 2001). 

Estas moléculas podem representar um tipo de “sinal de alerta” endógeno, isto 

porque elas são liberadas ou produzidas por células que estão sendo submetidas a 

algum tipo de lesão ou por células necróticas que uma vez rompida a sua membrana 

plasmática extravasam vários tipos de conteúdos celulares e entre eles as HSP que 

seriam responsáveis pela resposta inflamatória (TAKEDA et al., 2003). 

 As HSP70 também têm sido muito estudadas como protetoras da lesão por 

isquemia e reperfusão em células de músculo cardíaco (KAWANA et al., 2000; 

TANONAKA et al., 2003), isto porque um aumento da expressão destas moléculas 

aumentaria a resistência celular. Esta idéia também foi comprovada em modelo de 

transplante pulmonar em ratos onde a HSP70 diminuiu os efeitos da lesão por 

reperfusão (HIRATSUKA et al., 1998). Os mesmos autores, tentando provar que 

HSP70 era importante na proteção do enxerto após transplante, utilizaram terapia 

gênica com adenovirus e HSP70 injetados 24 horas antes do transplante e 

verificaram que os pulmões dos animais que receberam HSP70 apresentavam níveis 

inferiores de citocinas pró-inflamatórias (HIRATSUKA et al., 1999). Em modelo 

hepático de perfusão isolada, os níveis de mRNA para a de HSP70 estavam 

relacionados com a severidade da lesão hipóxia/isquemia-reperfusão, quando 

diferentes tempos de isquemia foram testados, sugerindo que esta proteína pode ser 

um marcador da lesão celular naquele modelo (AOE et al., 1997) 

 Em transplante hepático em humanos a HSP70 foi sugerida como um 

potencial marcador de rejeição aguda. Os níveis de HSP70 mRNA em tempo de 

isquemia fria foram menores em pacientes que apresentaram rejeição aguda nos 

primeiros 30 dias do que em pacientes sem rejeição, sendo sugerido neste trabalho 

que HSP70 possa ser utilizada como um fator preditor de rejeição hepática. Isto 

talvez porque níveis elevados de HSP70 no período de isquemia fria poderiam 

proteger os órgãos do dano causado pela isquemia e reperfusão (FLOHE et al., 

1998). Em transplante pulmonar a expressão de proteínas “heat shock” 40 e 70 

apresentava-se aumentada em pacientes durante episódios de rejeição, com 

redução destes níveis após a resolução do quadro (RIZZO et al., 1998).  
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3.5 - REAÇÃO EM CADEIA PELA POLIMERASE EM TEMPO REAL (“REAL-TIME 
PCR”) 
 
3.5.1 - PCR Tradicional 
 

O fundamento central que faz com que a PCR seja tão útil em biologia 

molecular baseia-se no fato de que todo organismo vivo possui seqüências de 

nucleotídeos no DNA que são únicas e específicas para cada espécie. A técnica 

explora a função natural da enzima chamada de Taq- polimerase, extraída da 

bactéria Thermus aquaticus. Através da PCR é possível obter-se cópias de uma 

parte do material genético em quantidade suficiente que permita detectar e analisar 

a seqüência que é alvo do estudo. Às vezes referida como “fotocópia molecular”, a 

PCR pode amplificar qualquer seqüência específica de DNA, a partir de amostras de 

diferentes materiais biológicos como sangue, urina e outros fluidos corporais, cabelo 

e cortes de tecidos (biópsias frescas ou em blocos de parafina). Amostras de 

microorganismos, células animais ou vegetais, alguns deles com milhares, 

possivelmente até milhões, de anos de idade podem, também, ser detectadas.  

Para a execução da técnica da PCR é preciso que se tenha conhecimento 

prévio da seqüência do ácido nucléico que se deseja amplificar, dita “seqüência 

alvo.” A partir disto, desenham-se dois iniciadores (“primers”) para dar partida ao 

processo de síntese em um local específico. Um “primer” serve para ligar-se a 

seqüência alvo de uma das fitas e o outro na fita de sentido inverso. O “primer” é 

uma pequena seqüência de nucleotídeos que hibridiza no início da seqüência alvo 

que se quer amplificar e da qual ele é complementar. Ao reconhecer o “primer,” a 

polimerase sintetiza uma cópia complementar, obedecendo à informação contida na 

seqüência de DNA que será replicada. A PCR precisa ainda de desoxinucleotídeos 

trifosfatados (dATP; dTTP; dGTP; dCTP) que são quatro componente químicos 

diferentes que atuam como se fossem tijolos na construção da molécula de DNA. 

O primeiro passo para a realização de uma PCR é a coleta da amostra 

biológica. Para tanto, é importante levar em consideração o que se deseja 

pesquisar.  

O segundo passo consiste em extrair o DNA do material coletado. Esta 

extração segue um critério de metodologia básico, que varia dependendo da 
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amostra utilizada. Basicamente utilizam-se substâncias que rompem as membranas 

celulares e nucleares como o fenol-clorofórmio, capazes de desnaturar e retirar as 

proteínas liberando somente o DNA. A adição posterior de etanol, então, fará com 

que o material genético precipite no tubo que posteriormente será solubilizado em 

tampão apropriado para o uso na reação. 

O terceiro passo consiste em preparar a mistura de reação, a qual contém as 

substâncias necessárias para fazer novas cópias de DNA no processo da PCR.  

O quarto passo consiste na reação em si que é feita em uma máquina 

especial, chamada de termociclador, que aquece e resfria rapidamente o tubo em 

vários ciclos consecutivos para amplificar o DNA (figura 9). 

O passo final é a análise do produto de reação. Esta pode ser feita através de 

gel de poliacrilamida posteriormente corado pela prata ou em gel de agarose, corado 

por brometo de etídio. Em qualquer uma delas, o material amplificado é visualizado 

como uma banda, a ser analisada de acordo com o seu peso molecular (figura 10). 
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Figura 9: Reação em cadeia pela polimerase 

 

Legenda: Primeiramente, (A) o DNA dupla fita sofre aquecimento a 90-96oC 

para que o DNA seja (B) denaturado (separação das fitas). Em seguida, (C) a 

temperatura diminui para permitir a hibridização ou anelamento; nesta fase, os 

“primers” se ligam, especificamente, às suas seqüências complementares no DNA. A 

seguir (D) inicia-se a síntese da nova fita pela polimerase, resultando (E) na 

formação de uma nova cópia. Após diversos ciclos (geralmente em torno de 30 

ciclos) o DNA estará amplificado em milhões de cópias. 
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Figura 10: Análise do produto da reação da PCR 

 

Legenda: Gel de agarose a 5% corado com brometo de etídio demonstrando a 

presença de 3 bandas, representando o gene “housekeeping” β-actina. A coluna da 

esquerda indica o peso molecular aproximado de cada produto da PCR. 

3.5.2 - PCR em tempo real 
 

A PCR em tempo real é uma técnica que está se tornando mais prevalente 

em laboratórios de biologia molecular. Esta nova técnica de monitorar o progresso 

de uma reação da PCR revolucionou completamente o modo de como abordamos a 

quantificação de DNA e RNA baseado na PCR. Diferente da PCR tradicional, a 

reação de amplificação é monitorada ao mesmo tempo em que ela ocorre, 

economizando tempo por reduzir a necessidade de análise subseqüente. O 

monitoramento em tempo real também fornece uma representação mais acurada da 

quantidade de material inicial quando comparado com o PCR tradicional (BUSTIN, 

2000). A capacidade de obter dados quantitativos a partir desta tecnologia faz esta 

aplicável para análise de DNA, genótipos ou ainda para estudos da expressão de 

diferentes genes (RAMOS-PAYAN et al., 2003).  

A técnica da PCR em tempo real é fundamentada na detecção e quantificação 

de uma cor (ou relator) fluorescente, a qual emite um sinal quando liga-se à 

seqüência de DNA que está sendo amplificada (“amplicon”), sendo esta detectada 

por um feixe de laser de termociclador que está conectado a um computador (figura 

11).  
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Figura 11 : Diferentes termocicladores utilizados na PCR em tempo real 

 
Legenda: (A) iCycler (Bio-Rad); (B) PRISM 7700, 7900HT (Applied 

Biosystems); (C) Light Cycler (Roche); (D) Smart Cycler (Cephied) 

 

Existem dois métodos para a detecção quantitativa de uma seqüência de 

DNA: sondas fluorescentes e agentes que ligam-se ao DNA de dupla hélice. As 

sondas fluorescentes, consistem de sondas TaqMan® (HEID et al., 1996) e alertas 

ou faróis moleculares (“molecular beacons”) e mais recentemente escorpiões 

(“Scorpions®”).  

Sondas TaqMan® são oligonucleotídeos mais extensos que os “primers” (com 

uma temperatura de denaturação 10oC mais alta) que contém uma cor fluorescente 

normalmente na base 5’ e um supressor (“quencher”) na base 3’. As sondas 

TaqMan® são desenhadas para ligarem-se a uma região interna da região a ser 

amplificada pela PCR (figura 12). Quando ligada às seqüências complementares, a 

cor fluorescente das sondas TaqMan® é excitada transferindo energia para aquele 

supressor ligado a ela, o qual impede a liberação do sinal de fluorescência. Neste 

mesmo ciclo em que a polimerase está realizando a duplicação do molde 

(“template”) ela cliva a sonda, fazendo com que a sonda TaqMan® excitada seja 
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liberada da seqüência da qual ela estava ligada, liberando sinal de fluorescência, já 

que não existe mais a presença do supressor do sinal (BUSTIN, 2002). Uma vez 

terminada a atividade do supressor, o relator inicia a emitir fluorescência que 

aumenta a cada ciclo proporcionalmente a taxa de clivagem da sonda.  

 

Figura 12: Reação da PCR com sondas TaqMan® 

 
Legenda: (A) a dupla fita de DNA é denaturada após aquecimento. (B) os 

“primers” e a sonda Taqman® ligam-se a seqüência complementar do DNA. A cor de 

fluorescência da sonda Taqman® (repórter – R) nesta fase é inibida pelo supressor 
(S). Na fase seguinte (C) quando a polimerase inicia a síntese da cópia do DNA a 

sonda Taqman® ligada a seqüência é excitada (D) e quando termina a formação da 

cópia de DNA a fluorescência é liberada e emite sinal que é detectado pelo 

termociclador (ver texto). 

 

As “molecular beacons” também contêm fluorótoros em uma extremidade, os 

quais podem ser de vários tipos: FAM, TAMRA, TET e ROX e como supressor 

universal é utilizado o DABCYL na outra extremidade (TYAGI et al., 1996). Elas são 
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desenhadas de modo que possuam a forma de um grampo de cabelo (“hairpin”) 

enquanto livres na solução da PCR, com o objetivo de trazer juntas a cor de 

fluorescência e o supressor para que não ocorra a transferência de energia quando 

estas são excitadas. Elas são desenhadas para terem dois braços com seqüências 

complementares que formam um tronco ou híbrido muito estável. A proximidade 

entre o fluorótoro e o supressor inibe a emissão de fluorescência. No entanto 

quando a “molecular beacon” hibridiza o alvo durante o período de anelamento ou 

hibridização, a cor de fluorescência é separada do supressor e inicia a emitir sinal de 

fluorescência.  

As “molecular beacons” permanecem intactas durante a PCR e devem ligar-

se novamente ao alvo a cada ciclo para a emissão do sinal de fluorescência. Este 

sinal estará correlacionado a quantidade do produto efetivo da PCR. Tanto as 

sondas TaqMan® como as “molecular beacons” permitem a detecção de múltiplas 

espécies de DNA (“multiplex”) pelo uso de diferentes sondas/”beacons” com 

diferentes cores de fluorescência (comprimentos de onda). 

Uma alternativa mais barata que as sondas moleculares é a utilização de 

fluorótoros que ligam-se ao DNA de dupla hélice e são capazes de quantificar a 

produção dos “amplicons” (incluindo a amplificação de produtos não específicos e a 

ligação entre “primers”), sendo o SYBR® Green I o fluorótoro mais utilizado e com 

excelentes resultados (RAMOS-PAYAN et al., 2003) (figura 13). No entanto este 

apresenta algumas desvantagens, pois liga-se a qualquer DNA de dupla hélice e 

não pode ser utilizado em PCR multiplex. Entretanto estes problemas podem ser 

minimizados através de um cuidadoso desenho dos “primers”, os quais devem 

conter pelo menos um base na região de um íntron e também pela observação da 

curva de amplificação durante a reação da PCR com o objetivo de identificar a 

amplificação de produtos não específicos, através das diferentes temperaturas de 

anelamento. 
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Figura 13 : Reação da PCR com SYBR® Green I 

 

Legenda: (A) O DNA dupla fita é separado em (B) duas fitas; (C) a polimerase 

inicia a síntese do DNA; (D) a cor de fluorescência (SYBR) que encontra-se inativa 

(E) liga-se cópia do DNA de dupla fita e inicia a emitir sinal fluorescência. 

 

Outra fluorescência utilizada na PCR em tempo real são os “Scorpions®”, que 

são moléculas com dupla função contendo os “primers“ para a PCR, que estão 

unidos por ligação covalente a uma sonda (figura 14). Estas moléculas também 

contém uma sonda que emite fluorescência (“fluorophor”) que interage com um 

supressor que reduz a fluorescência. Quando estas moléculas são utilizadas em 

uma reação de PCR a sonda de fluorescência e o supressor são separados, levando 

a um aumento da emissão de luz no tubo onde a reação está ocorrendo. Os 

benefícios dos “Scorpions®” provém do fato que os componentes da sonda são 

fisicamente associados com os dois “primers”, isto significa que a reação leva a 

geração de um sinal que posssui arranjo uni-molecular em contraste com os outros 

métodos que apresentam um arranjo de colisão entre duas moléculas, tais como 

TaqMan® ou “molecular bacons” (WHITCOMBE et al., 1999).  

Os benefícios de um arranjo uni-molecular são: a reação é efetivamente 

instantânea e ocorre antes de qualquer competição ou reações colaterais tais como 

uma re-união do “amplicon” ou um alvo inapropriado dobrado. Então esta técnica 
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pode levar a sinais mais fortes, sondas mais confiáveis, encurtar o tempo da reação 

e melhorar a discriminação dos produtos da PCR.  

A presença do “bloqueador” é um elemento essencial da invenção do 

“Scorpion®”, o qual bloqueia a Taq DNA polimerase sendo esta incapaz de ler 

através da seqüência dos “primers” dos “Scorpions®” impendido que ocorra a cópia 

da região da sonda. Caso isto acontecesse haveria a geração de um sinal que não 

seria específico para aquele determinado alvo. Isto também impede a produção de 

dímeros de primers inespecíficos e quaisquer reações. (figura 14). 

 

Figura 14 : Sondas “Scorpion®” 

 

Legenda: (A) modelo esquemático da sonda “Scorpion”, mostrando que o 

“primer” apresenta-se unido a sonda, não havendo emissão de sinal porque o 

supressor (S) inibe a cor de fluorescência (F). A presença do Bloqueador da PCR 

impede que ocorra ligação entre a sonda e o “primer”. (B) Emissão do sinal de 

fluorescência quando a sonda e “primer” ligam-se a seqüência complementar. 

 

3.5.2.1 - Análise da reação da PCR em tempo real 
 

Através de um programa de computador que é conectado ao termociclador é 

possível observar as reações a cada ciclo durante a amplificação de um produto da 

PCR. Sendo também possível verificar quando este produto é detectado pela 

primeira vez, diferentemente da PCR tradicional na qual o produto acumulado é 

visualizado após um número pré-fixado de ciclos somente no final da reação. Quanto 

maior o número inical de cópias de um seguimento de ácido nucléico de interesse, 
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mais precocemente será obtido o aumento significativo da fluorescência. Um gráfico 

de amplificação é caracterizado por uma curva de amplificação que mostra o sinal de 

fluorescência versus o número de ciclos (figura 15A). No número inicial de ciclos da 

PCR, ocorre pouca alteração no sinal de fluorescência. Este define a linha de base 

para o gráfico de amplificação (figura 15A). Um aumento no sinal de fluorescência 

acima da linha de base indica a detecção do produto acumulado do PCR. Um limiar 

pré-fixado, ou ponto em que o estímulo é suficiente para ser identificado pode ser 

selecionado acima da linha de base. O parâmetro Ct (“threshold cycle” ou ciclo de 

limiar) é definido como o número fracionário de ciclos em que o sinal de 

fluorescência ultrapassa um limiar pré-fixado (figura 15A). 

A quantificação do produto de determinado gene de interesse em uma 

determinada amostra é acompanhada pela medida do Ct e utilizando uma curva 

padrão que é baseada no número inicial de cópias de determinado gene com 

quantidade controlada (figura 15B). Sendo assim, todo o processo para o cálculo 

dos Cts, preparação da curva padrão e determinação do número inical de cópias 

para um gene desconhecido é o principio básico da PCR em tempo real. 

Quanto maior a quantidade de DNA alvo a ser amplificado, mais cedo 

ocorrerá a detecção do produto acumulado durante o processo da PCR e menor 

será o valor do Ct. Os valores do Ct são bastante reproduzíveis quando a reação é 

realizada em réplicas, isto porque o limiar é escolhido para ser na fase exponencial 

da PCR. Na fase exponencial, os componentes da reação não estão restritos ou 

ainda estão em quantidades suficientes para manter a amplificação com as reações 

em réplicas exibindo resultados uniformes e reproduzíveis (figura 15A). 
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Figura 15: Curva de amplificação e curva padrão de uma reação de PCR em 

tempo real 

 

Legenda: (A) gráfico de amplificação de diferentes concentrações de DNA genômico 

realizados em tréplicas com ciclo de limiar (Ct) ajustado manualmente representando 

em qual ciclo a amplificação é estatisticamente significante. (B) gráfico da curva 

padrão construído a partir de diluições seriadas de cDNA de concentração 

conhecida. 

 

3.5.2.2 - Desenho dos “Primers” e Sondas 
 

O desenho de “primers” e sondas para a PCR em tempo real deve seguir 

algumas regras especificas para este tipo de reação. No entanto, este trabalho é 

facilitado pela presença de diferentes programas de computadores que são capazes 
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desenhar “primers” com todos os requerimentos necessários para a PCR 

quantitativa. Alguns destes programas podem ser acessados gratuitamente através 

da Internet como o Primer3® software (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer/primer3_www.cgi) enquanto outros são fornecidos por diferentes 

companhias como o Primer Express® 1.5 ( Applied Biosystems, Foster City, CA).  

 

3.5.2.3 -Efeito da restrição dos reagentes  
 

As fases iniciais da PCR são caracterizadas por um aumento exponencial de 

amplificação do DNA alvo. À medida que a reação ocorre os seus componentes se 

tornam limitados e a taxa de amplificação do alvo diminui até que este alcançe um 

platô e ocorre pouco ou nenhum aumento no produto do PCR (figura 15A). A 

sensibilidade da detecção do sinal de fluorescência por parte da máquina de PCR 

em tempo real permite que o ciclo de limiar seja observado quando a amplificação 

do PCR esta ainda na fase exponencial.  

Esta é a principal razão porque o Ct é a medida mais confiável do número 

inicial de cópias do que a medida no ponto final da quantidade de produto 

acumulado. 

Durante a fase exponencial, nenhum dos componentes da reação estão 

limitados, como resultado os valores do Ct são bastante reproduzíveis para reações 

com o mesmo número inicial de cópias. Isto tem levado a um aumento da precisão 

na quantificação do DNA e RNA.  

 

3.5.2.4 -Métodos de quantificação 
 

 A técnica da PCR em tempo real permite dois tipos de quantificação dos 

produtos da amplificação. A primeira seria uma quantificação absoluta, que é 

baseada no número inical de cópias de DNA. Para isto ser realizado é necessário 

que seja construída uma curva padrão (“standard curve”) com quantidades 

conhecidas de uma determinada molécula.  

O DNA de plasmídio ou RNA transcrito in vitro são comumente utilizados para 

o preparo de padrões absolutos. No entanto para definir o exato número de cópias 

as concentrações destas moléculas são necessariamente medidas por densidade 

http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi
http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi
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óptica e estas devem ser convertidas para o número de cópias utilizando o peso 

molecular do DNA ou RNA.  

Geralmente não é possível utilizar DNA genômico como padrão para 

quantificação absoluta de RNA, porque não existe controle para a eficiência durante 

o processo da transcriptase reversa.  

 Outro método de quantificação na PCR em tempo real é a quantificação 
relativa, a qual é mais fácil que a absoluta, porque a quantidade é expresssada em 

relação a uma determinada amostra padrão (calibrador). Para todas as amostras do 

experimento, a quantidade do DNA alvo é determinada a partir da curva padrão e 

dividida pela quantidade do calibrador. Então o calibrador se torna 1x a amostra e 

todas as outras quantidades são expressadas como n-vezes a diferença relativa com 

o calibrador. Uma vez que a quantidade da amostra é dividida pela quantidade do 

calibrador a unidade da curva padrão torna-se irrelevante. Então, tudo o que é 

necessário para o padrão é que suas diluições relativas sejam conhecidas.  

Para quantificação relativa, qualquer estoque de RNA ou DNA contendo o 

alvo apropriado pode ser utilizado como padrão. É importante que a solução de 

estoque de RNA ou DNA seja exatamente diluída, mas as unidades utilizadas para 

expressar a diluição são irrelevantes. É possível utilizar DNA para a curva padrão 

para quantificação relativa de RNA. Fazendo isto é considerado que a eficiência da 

reação da transcriptase reversa dos alvos seja a mesma em todos as amostras, mas 

o valor exato desta eficiência deve ser conhecido.  

Para a quantificação de uma determinada molécula, curvas padrões são 

preparadas para o alvo de interesse e para a referência endógena, como por 

exemplo RNA ribossômico. Para cada amostra do experimento, a quantidade do alvo 

é determinada pela curva padrão apropriada e esta quantidade é dividida pela 

quantidade da referência endógena para obter um valor normalizado do alvo.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

Pacientes 
Foram estudados 14 pacientes consecutivos submetidos a transplante 

pulmonar bilateral entre maio de 1999 a setembro de 2000. As características dos 

receptores e doadores estão respectivamente apresentadas nas tabelas 1 e 2. O 

procedimento de retirada dos pulmões e a cirurgia dos receptores foram realizadas 

de acordo com protocolo padrão do grupo de transplante pulmonar do Toronto 

General Hospital (MCRAE, 2000). O tempo total de isquemia foi dividido em tempo 

de isquemia fria (TIF) e tempo de isquemia quente (TIQ). O TIF foi calculado como o 

intervalo a partir do início da perfusão através da artéria pulmonar com solução de 

preservação pulmonar no momento da retirada dos órgãos até o pulmão ser 

colocado na cavidade pleural. O TIQ corresponde ao período de implante do 

pulmão. Este trabalho foi revisado e aprovado pelo comitê de ética do Toronto 

General Hospital. 

 

Tabela 1: Dados clínicos dos doadores pulmonares. 

Características dos Doadores  
Idade 18-63 anos (mediana – 34,5 anos)  
Sexo 7 feminino   

 7 masculino   
Causa da morte Hemorragia intra craniana (n=11) 

 Traumatismo craniano (n=2) 
 Anóxia cerebral (n=1)  

Tempo em ventilação  12-103 horas (mediana 43,7horas) 
mecânica   

Tabagismo > 20 maço/ano (n=2)  
 < 20 maço/ano (n=4)  
 Sem história de tabagismo (n=8) 

cultura de LBA positiva: 11 pacientes (G+=6, G-=5) 
 negativa: 3 pacientes  

PaO2/FiO2 (mmHg) 331-562 (mediana 451,5)  
Legenda: G+- Gram-positiva; G- - Gram-negativa 
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Tabela 2: Dados clínicos dos receptores pulmonares 

Características dos receptores  
Idade 27-68 anos (mediana - 51 anos) 
Sexo 5 feminino   

 9 masculino   
Diagnóstico Enfisema (n=3)   

 Hipertensão pulmonar primária (n =4) 
 Fibrose pulmonar (n =2)  
 Fibrose cística (n =1)  
 Deficiência de alfa-1 anti-tripsina (n =2) 
 Síndrome de Eisenmenger (n=1) 
 Esclerodermia (n=1)  

 

Biópsias pulmonares  

 As amostras de tecido pulmonar foram coletadas em 4 diferentes períodos, os 

quais corresponderiam ao final do TIF (n=14), final do TIQ (n=13),1 hora (n=12) e 2 

horas (n=8) após a reperfusão do enxerto. A primeira biópsia foi realizada no pulmão 

direito ou esquerdo no final do primeiro TIF enquanto as outras amostras foram 

realizadas seqüencialmente sempre no primeiro pulmão transplantado. Não houve 

nenhum problema adverso devido ao processo repetitivo das biópsias. Todas as 

amostras foram imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -

80°C. 

 

Isolamento do RNA e Reação de transcriptase-reversa  
 

 RNA total foi isolado de tecido pulmonar através de kit extrator de RNA 

(RNeasy Mini Kit; QIAGEN), de acordo com as instruções do fornecedor. DNA 

complementar (cDNA) foi sintetizado do RNA total, através de MultiScribe® 

Transcriptase Reversa e “random hexamers” provenientes do kit de reação: 

Taqman® Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA). A reação 

total (20 µl) para transcriptase reversa continha 2,0 µl de 10×TaqMan RT Buffer, 

4,4µl de 25 mM Cloreto de Magnésio (MgCl2), 4,0 µl de 2,5 mM de mistura de 

desoxinucleotídeos trifosfatos (dNTPs), 1,0µl de 50 µM de “random hexamers”, 0.4µl 

de 20 U/µl de inibidor de RNase, 0,5µl de 50 U/µl de MultiScribe® Transcriptase 

Reversa, 7,7µl de H2O livre de RNAse e 500ng de RNA total. 
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 A mistura total foi incubada a 25oC por 10 min, a 48oC por 30 min para a 

transcrição e 95oC por 5 min para inativação da transcriptase reversa. As reações 

finais foram diluídas em 60µl de água livre de RNase e armazenadas a        -20 oC. 

 

PCR em tempo real 
 

 A reação total de PCR (10µl) continha 4 µl of cDNA (122,8 ng), 1µl de 10x 

PCR tampão, 0,6µl de 25 mM of MgCl2, 0,2 µl de dNTPu, 0,2µl de mistura de 

iniciadores (“primers”) sense e antisense em diferentes concentrações (quadro 2), 

0,1µl de HotStar Taq® DNA Polymerase (Qiagen, Mississauga, Ontario), 3,4µl de 

água destilada esterilizada, 0,3µl de SYBR Green I® e 0,2µl de cor para referência 

interna ROX®  (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada). Cada reação incluía uma 

curva padrão com diluição em série de uma concentração conhecida de DNA 

genômico. Presença de dímeros de iniciadores era controlada através de misturas 

sem a presença de cDNA. Todas as reações foram realizadas em tréplicas. Os 

níveis de expressão gênica dos TLRs (1-10), IL-8, IL-6, IL-10, IFN-γ, IL-1β e HSP70 

foram normalizados com RNA ribossômico 18s (rRNA). As condições para PCR 

incluíram: 50oC por 2 min, 95oC por 15 min, a seguir 40 ciclos de 95oC por 15 sec 

(denaturação), 60oC por 60 sec (hibridização ou anelamento) e um período de 

extensão 72oC por 30 segundos (ABI Prism® 7900HT, Applied Biosystems, Foster 

City, CA). 

 

Desenho dos iniciadores (“primers”) 
 

 Iniciadores para os TLRs, citocinas e HSP70 foram desenhados utilizando o 

programa Primer Express® 1.5 (Applied Byosistems, Applied Biosystems, Foster 

City, CA) (quadro 2). Iniciadores para os TLRs foram adquiridos através de Operon 

(Qiagen, Mississauga, Ontario) e os iniciadores para as citocinas foram comprados 

na ATGC Corp. (Toronto, Ontario, Canada).  
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Análise estatística  

 Os resultados foram comparados por correlação de variáveis múltiplas entre 

os valores dos níveis de expressão dos TLRs com citocinas e HSP70 em todos os 

diferentes tempos das biópsias. Os grupos com os diferentes tempos de coleta das 

amostras foram comparados pelo teste não paramétrico de Wilcoxon. Análise de 

variância (ANOVA) foi realizada para correlação entre dados clínicos e os níveis de 

expressão dos TLRs, citocinas e HSP70. Teste não paramétrico de Sperman e 

regressão linear simples foram utilizados para comparação entre TLRs, citocinas, 

dados clínicos e HSP70. Teste “t” de student foi utilizado avaliar as diferenças entre 

os níveis de expressão dos diferentes TLRs com o tempo de intubação dos 

doadores. Os valores de P menores que 0.05 foram considerados como 

significativos. Os resultados são expressos como media ± erro padrão (SEM) ou 

como mediana - intervalo de variação. O programa JMP5® The Statistical Discovery 

Software®  (SAS Institute Inc, Campus Drive Cary, NC) foi utilizado para todas as 

análises estatísticas.  

 

Quadro 2: “Primers” utilizados nas reações da PCR com suas respectivas 

concentrações 

 

 

Símbolo Número para 
acesso 

(Genbank) 

"Primer" (3'-5') concen. 
(µM) 

"Primer" (5'-3') concen. 
(µM) 

TLR1 NM_003263 CAAGTGAAAAATATTCCTCCTGTTGA 0.61 TGCGACCCGAAGGTATATATTTTTA 0.66 
TLR2 NM_003264 TCTGCAAGCTGCGGAAGATAAT 0.64 GCAGCTCTCAGATTTACCCAAAA 0.57 
TLR3 NM_003265 TTTCGGGCCAGCT TTCAG 0.71 TTTCACACGTGCAATCAAAGG 0.69 
TLR4 NM_003266 GGACTGGGTAAGGAATGAGCTAGTA 0.42 CACACCGGGAATAAAGTCTCTGT 0.53 
TLR5 NM_003268 TTTGAGGGACTTTCTCATCTTCAAG 0.73 GAGGCTTAGTCCCCTTAATGCA 0.74 
TLR6 NM_006068 GGATGATGGTGAATAGTACAGTCGTAA 0.53 CAGTTCCCCAGATGAAACATTG 0.67 
TLR7 NM_016562 AAGCCCTTTCAGAAGTCCAAGTT 0.73 GGTGAGCTTGCGGGTTTGT 0.67 
TLR8 NM_138636 CGGATCTGTAAGAGCTCCATCCT 0.58 TCAAGACCACATTTCTCAGAGTTTG 0.78 
TLR9 NM_017442 TGAAGACTTCAGGCCCAACTG 0.66 TGCACGGTCACCAGGTTGT 0.63 

TLR10 NM_030956 CCCACCAGGTATCATAAACTGAAA 0.63 CGAAGGTTTGCCCAGAAAAG 0.58 
IL-6 NM_000600 GCTGCAGGACATGACAACTCA 0.41 TGAGGTGCCCATGCTACATTT 0.54 
IL-8 NM_000584 CAGGAATTGAATGGGTTTGC 0.50 AGCAGACTAGGGTTGCCAGA 0.48 

IL-10 NM_000572 AAGCCTGACCACGCTTTCTA 0.51 GCTCCCTGGTTTCTCTTCCT 0.44 
IL-1β NM_000576 GCACGATGCACCTGTACGAT 0.51 AGACATCACCAAGCTTTTTTGCT 0.47 

Hsp70 NM_005345 AGGCCGACAAGAAGAAGGTGCT 0.45 TGGTACAGTCCGCTGATGATGG 0.53 
INF-γ NM_000619 ACTGTCGCCAGCAGCTAAAAC 0.57 TCAAATATTGCAGGCAGGACAA 0.57 

rRNA 18S M10098 GTAACCCGTTGAACCCCATT 0.52 CCATCCAATCGGTAGTAGCG 0.43 
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5. RESULTADOS 
 

Expressão gênica dos receptors Toll-símile em tecido pulmonar 
  

 Como realizado em estudos anteriores (DE PERROT et al., 2002), o período 

de isquemia fria foi utilizado como a primeira amostra a ser estudada. Os níveis dos 

TLRs no TIF apresentaram-se com diferentes expressões gênicas entre os 

pacientes, no entanto estes níveis seguiram um mesmo padrão para cada paciente, 

com exceção para o TLR3, o qual apresentou níveis inferiores quando comparado 

com os demais TLRs no TIF, como observado na figura 16, onde são apresentados 

os resultados de 3 pacientes com diferentes expressões gênicas no TIF. No entanto 

os níveis de TLR3 no período de isquemia quente não foram diferentes dos demais 

TLRs (r>0.90, P<0,0001).  

 Após transplante, os níveis dos TLRs diminuíram quando comparados com os 

valores pré transplante (figura 17), passando cada TLR a apresentar diferente 

expressão gênica e comportamentos individuais. Os níveis de cada TLRs em 1h e 

2h foram variáveis bem como a correlação entre seus valores (figura 17).  
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Figura 16 : Expressão gênica dos receptores Toll-símile em TIF 

 
Legenda: Representação dos níveis relativos de expressão de todos os TLRs em 3 

diferentes pacientes, mostrando a grande variabilidade observada entre os 

pacientes. 

Figura 17 : Níveis dos receptores Toll-símile após transplante 

Legenda: Representação dos níveis relativos de expressão de 4 TLRs (TLR2, TLR4, 

TLR5 e TLR9) nos 4 tempos analisados em 14 pacientes. Os demais TLRs 

apresentam resultados semelhantes. 
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Dados Clínicos e expressão dos TLRs 
 

 Os níveis dos TLRs pré transplante foram comparados com os dados clínicos 

dos doadores, com o objetivo de verificar se algum fator dos doadores poderia 

influenciar a expressão dos TLRs antes do transplante.  

 Doadores que foram intubados por períodos maiores que 72 horas (n=5) 

apresentaram níveis mais elevados de TLR2 e TLR10 quando comparados com os 

pacientes que foram intubados por períodos inferiores a 72 horas (P<0.05) (figura 

18).  

 Não foi observada correlação entre o tempo de armazenamento e a expressão 

dos TLRs, já que quanto mais longo o período de isquemia maior o estresse celular 

e conseqüentemente mais intensa seria a lesão por isquemia e reperfusão (tempo 

médio de isquemia fria 180 min [52-275 min]). A presença de cultura positiva (n=11) 

no LBA também não influenciou a expressão dos TLRs. Causa da morte (trauma ou 

hemorragia intracerebral), história de tabagismo e idade do doador (>50 anos) não 

apresentaram correlação com a expressão dos TLRs antes do transplante.  

 Os níveis de TLR4 após transplante (1h e 2h) estavam correlacionados com 

receptores mais velhos (≥55 anos) quando comparados com pacientes mais novos 

(P<0.05). Não foi encontrada nenhuma correlação entre prognóstico, sexo, ou 

doença de base dos receptores, com os níveis de qualquer TLR após reperfusão. 

Cinco pacientes morreram dentro de 30 dias após cirurgia sendo que dois 

foram devido a lesão de isquemia e reperfusão. O terceiro paciente apresentou 

acidente vascular cerebral morrendo no terceiro dia pós operatório (PO). Outro 

receptor morreu no 9o dia PO por infecção generalizada e o quinto paciente 

apresentou episódio de arritmia com parada cardíaca no 12o dia PO, apesar de uma 

excelente evolução pós operatória  
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Figura 18: Tempo de intubação dos doadores e expressão dos receptores 

Toll-símile 2 e 10. 

 

 

Expressão gênica das citocinas e HSP70 
 

 A diferença entre a expressão gênica das citocinas no TIF apresentou grande 

variação entre os pacientes. Foi observado que os níveis de IL-8, IL-6 e IL-1β 

apresentaram padrões semelhantes entre si (r>0.95, P>0,001), o qual foi diferente 

para IFN-γ, IL-10 e HSP70. Sendo que estes últimos apresentaram forte correlação 

entre si (r>.99, P>0.0001). 

 Após reperfusão houve uma tendência ao aumento das citocinas no entanto 

os valores pré transplante foram superiores aos observado pós transplante. 

Entretanto, os valores para HSP 70 aumentaram significativamente quando 

comparados com os valores pré transplante (P>0.05). Através do teste de Wilcoxon, 

o HSP70 foi o único gene cuja expressão apresentava um aumentado 

estatisticamente significativo após transplante(P>0.05).  

Após reperfusão os níveis de HSP70 de IL8 e IL-6 estavam correlacionados entre si 

(r>0.9, P<0.001). Enquanto IFN-γ e IL-10 também apresentaram correlação entre si 

(r>0.98, P<0.001). Após transplante, os níveis de expressão de IL-1β apresentaram 

padrão diferente dos outros genes. 



 59

Dados clínicos, níveis de citocinas e HSP70 

 

 Foram comparados os dados clínicos dos doadores com a expressão da 

citocinas no TIF com objetivo de verificar se as condições dos doadores pré 

transplante poderiam influenciar na expressão da citocinas. Foi observado que os 

níveis de IFN-γ, (r2= 0.440743, P=0,0096) estavam correlacionados com o tempo de 

intubação dos doadores assim como os níveis de IL-10 (r2=0.401677, P=0,0149) e 

HSP70 (r2=0.465623, P=0.0072). Os níveis de HSP70, uma hora após reperfusão 

apresentaram correlação negativa com a sobrevida dos pacientes (r2=-0.350434, 

P=0.0426) 

 

Correlação entre os níveis de mRNA de citocinas e HSP70 com TLRs. 
 

 Os níveis de todos os TLRs com exceção para TLR3 apresentaram forte 

correlação com os níveis de IFN-γ, IL-10, IL-1β e HSP70 no TIF (r>0.95; P<0.001) 

(figura 19). Entretanto estes valores não foram tão altos quando comparados com IL-

6 (r<0.66) e IL-8 (r<0.79). Após a reperfusão dos enxertos pulmonares, houve 

correlação entre os TLRs 5, 6, 7, 8, 9 e 10 com os níveis de IFN-γ e IL-10 (r>0.90, 

P>0.001). TLR4 foi o único TLR que apresentou correlação com IL-1β e IL-8 nos  

quatro diferentes períodos estudados (figura 20).  
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Figura 19 : Correlação entre a expressão gênica de IFN-γ e IL-10 com os níveis dos 

TLRs 

 
Legenda: TLR6, TLR7 e TLR9 são apresentados como exemplos representativos da 
correlação entre TLRs com IFN-γ e IL-10 
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Figura 20 : Correlação entre os níveis de expressão gênica entre TLR4 com IL-1β e 

IL-8 
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6. DISCUSSÃO 
 

O transplante pulmonar em humanos é uma categoria única de transplante de 

órgãos sólidos, isto porque o pulmão está em direto contato com o ambiente e por 

conseguinte continuamente exposto a uma variedade de partículas aéreas e 

microorganismos. Por isso, uma cuidadosa avaliação na seleção dos doadores 

refletirá no sucesso do procedimento e resultados a longo prazo. Apesar dos vários 

parâmetros que tentam determinar a função e viabilidade dos pulmões dos 

doadores, muitas complicações podem ocorrer, tais como lesão por isquemia e 

reperfusão, rejeição de infecção. Recentemente, respostas por imunidade inata, 

mais especificamente a expressão e função de receptores celulares transmembrana 

chamados “Toll-like receptors” tem sido envolvida nestes três aspectos no cenário de 

transplante de órgãos (FONDEVILA et al., 2003; GOLDSTEIN et al., 2003; TAKEDA 

et al., 2003).  

No presente estudo foi confirmada a presença dos 10 receptores Toll-símile 

em tecido pulmonar. Entretanto, as amostras do tempo de isquemia fria 

provavelmente não refletem os níveis normais dos TLRs em tecido pulmonar, já que 

não foram coletadas antes da perfusão com a solução de preservação no momento 

da retirada dos órgãos para transplante. Estas biópsias coletadas no final do período 

de armazenamento hipotérmico refletem as expressões gênicas resultantes das 

alterações ocorridas pelo órgão durante todo o processo pré transplante. No entanto 

não existe nenhum estudo que confirme se as expressões gênicas dos TLRs antes 

da retirada de órgãos são semelhantes àquelas observadas no final do período de 

isquemia hipotérmica. Contudo, tempos prolongados de isquemia fria poderiam ser 

responsáveis por uma maior incidência de complicações pós transplante, no entanto 

esta afirmação, que foi demonstrada em modelos animais (SERRICK et al., 1997) 

não foi confirmada em vários estudos clínicos, mostrando que tempos superiores a 6 

horas ou mesmo superiores a 11 horas de armazenamento hipotérmico, não têm 

influência significativa na redução da sobrevida ou no aumento das complicações em 

pacientes transplantados pulmonares (ORENS et al., 2003). No presente estudo, o 

período médio de isquemia hipotérmica foi de 180 minutos o que corresponde a um 

período isquêmico moderado (2-4h) e provavelmente com pouco impacto na 

expressão gênica dos TLRs.  
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As amostras no TIF representaram os níveis de expressão dos TLR nos 

doadores pulmonares, os quais apresentaram uma grande variação entre os 

diferentes indivíduos, sugerindo que estes níveis são específicos para cada pessoa, 

não havendo um padrão definido para a sua distribuição ou níveis de expressão. No 

entanto, o TLR3 foi o único TLR que apresentou-se quase homogeneamente com 

baixos níveis nas amostras do período de isquemia fria e permaneceu sem alteração 

significativa nos outros tempos estudados.  

O achado de que TRL3 apresentou baixa expressão gênica na grande maioria 

dos pacientes, poderia estar baseado no fato de que o período de isquemia fria não 

teria influência na expressão deste gene ou mesmo que ele poderia não ser ativado 

por qualquer fator envolvido durante o processo de reperfusão, uma vez que este 

TLR em particular está relacionado ao reconhecimento de RNA viral de dupla hélice 

(TAKEDA et al., 2003).  

A diminuição dos níveis de mRNA dos TLRs após o período de isquemia foi 

observado na grande maioria dos pacientes. Isto deve-se ao fato de que os níveis de 

expressão dos TLRs foram muito diferentes e mais elevados nos tempos de 

isquemia fria e quente do que no período pós reperfusão, onde os níveis 

permaneceram baixos. No entanto, a resposta esperada seria um aumento da 

expressão dos TLRs após a reperfusão pois neste fase ocorre a recirculação do 

sangue com a presença de componentes sangüíneos do receptor no órgão 

transplantado. Este processo refletiria também em ativação tanto das células de 

defesa do enxerto como das do receptor, sugerindo um aumento da expressão de 

vários genes (FONDEVILA et al., 2003). No entanto, em modelo de isquemia e 

reperfusão em rins de camundongos, mRNA para TLR2 e TLR4 não foram 

detectáveis após 1 e 6 horas utilizando PCR tradicional quando comparados com 

camundongos normais, sendo que estes níveis retornaram ao normal após 24 horas 

e começaram a aumentar significativamente em 3 e 5 dias (WOLFS et al., 2002). 

Estes achados em modelo experimental não têm o objetivo de explicar os resultados 

do presente estudo, mas fornecem evidências de que este fenômeno de redução 

dos níveis dos TLRs pode ocorrer em outras situações de isquemia e reperfusão, 

como transplante pulmonar. Em adição a isto, Yamane et al em modelo de 

transplante pulmonar em ratos utilizando a técnica de “microarray”, na qual são 

detectados a expressão de aproximadamente 8.000 genes, observaram que os 

níveis de mRNA de dezenas de genes estavam reduzidos após 2 horas de 
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reperfusão em pulmões submetidos a diferentes períodos de isquemia fria. Em 

análise preliminar destes dados, a expressão de dois TLRs presentes apresentou-se 

reduzida após transplante.  

Vários estudos têm sugerido que as diferentes condições dos doadores, como 

idade (>45 anos) (DE PERROT et al., 2002; CHRISTIE et al., 2003) e causa da 

morte (TAKADA et al., 1998) (trauma ou não traumático) podem influenciar na 

liberação de citocinas antes do transplante e esta liberação pode repercutir após 

transplante através de uma maior probabilidade de episódios precoces de rejeição 

aguda (WILHELM et al., 1999; KUSAKA et al., 2000; PRATSCHKE et al., 2000). Em 

um estudo realizado com 500 pacientes submetidos a transplante pulmonar a causa 

da morte não influenciou nos resultados a curto prazo, no entanto foi observado uma 

incidência maior de episódios mais graves de rejeição aguda precoce, e 

subseqüente desenvolvimento de bronquiolite obliterante em pacientes que 

receberam órgãos de doadores que haviam sofrido lesão cerebral por trauma 

(CICCONE et al., 2002).  

O tempo de intubação maior que dois dias é um fator de risco independente 

para pneumonia associada ao ventilador e a taxa de aumento desta condição tem 

sido estimada em 1 a 3% por dia de intubação em ventilação mecânica (TORRES et 

al., 1999). Tempos mais prolongados de ventilação mecânica não significam estar 

diretamente relacionados com uma pobre função do enxerto após transplante, 

(BHORADE et al., 2000; ORENS et al., 2003). O tempo de intubação não tem sido 

associado com produção elevada de citocinas em amostras no período de isquemia 

fria (DE PERROT et al., 2002). Entretanto, no presente estudo foi verificado que a 

expressão de dois TLRs, TLR2 e TLR10, estava associada a doadores que foram 

submetidos a ventilação mecânica por períodos superiores a 72 horas. Sendo que o 

TLR2 está envolvido em infecções por bactérias gram-positivas e o TLR10 ainda 

encontra-se sem ligante definitivo. O aumento da expressão destes receptores 

poderia estar relacionada a outros fatores que não somente o tempo de intubação, 

isto porque, tanto durante o período pós como pré retirada, vários fatores podem 

influenciar na função do enxerto, sugerindo que o ambiente onde estão os doadores 

pode ser decisivo para a expressão de alguns TLRs, mas não de todos. A 

sensibilidade de TLRs a estresse produzido por ventilação mecânica ainda não tem 

sido estuda, no entanto, estudos preliminares (ANDRADE et al., 2003) revelaram 
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que estes receptores podem ter alguma reposta a estresse mecânico, principalmente 

o TLR10. 

Um aumento da expressão das citocinas IL-10 e IFN-γ bem como HSP70 

também estava associado ao tempo de intubação, refletindo que quanto maior o 

tempo de intubação maior a expressão destas citocinas. No entanto, estas 

observações podem ser específicos desta série, e necessitam ser confirmados por 

séries maiores ou em diferentes pacientes. Contudo, este achado sugere que talvez 

o tempo de intubação também possa refletir em um aumento das citocinas. Lesão 

por ventilação mecânica tem sido associada a aumento de citocinas, no entanto este 

aumento ocorre quando existe associação de outro fator, como por exemplo 

infecção, podendo levar a disfunção de múltiplos órgãos (IMAI et al., 2003). A 

presença de HSP70 tem sido relacionada com aumento da sua expressão em ratos 

ventilados com altos volume (COPLAND et al., 2003), o que no caso não se 

enquadra com o nosso estudo pois todos os doadores receberam os procedimentos 

padrões de ventilação, no entanto esta proteína quando estimulada antes de 

transplante pulmonar em ratos, parece proteger os pulmões enxertados 

(HIRATSUKA et al., 1998), tanto que esta tem sido utilizada em terapia genética 

para melhorar a função do enxerto após transplante pulmonar em ratos 

(HIRATSUKA et al., 1999).  

Os níveis de HSP70 apresentaram-se significativamente aumentados após 

transplante, sugerindo que o quadro de isquemia e reperfusão por si pode ativar a 

expressão deste gen, achado este que já foi demonstrado por outros autores 

(POCKLEY, 2001). Proteínas “heat shock” são moléculas citoprotetoras e sua 

indução no período peri e imediato após transplante é provavelmente uma resposta 

protetora para a manutenção da integridade celular e tecidual (POCKLEY, 2001). 

Isto encontra-se baseado em relatos onde HSPs atenuam a lesão por isquemia e 

reperfusão (HIRATSUKA et al., 1998) e que elas protegem as células endoteliais de 

necrose mediada por neutrófilos (WANG et al., 1995) e uma variedade de tipos 

celulares contra lesão oxidativa (KAWANA et al., 2000). Em adição, os níveis de 

expressão mais baixos de HSP70 em biópsias antes e após transplante de fígado 

estão associados a episódios precoces de rejeição (FLOHE et al., 1998).  

Em pacientes submetidos a cirurgia cardíaca com circulação extracorpórea, o 

pico dos níveis protéicos de HSP70 ocorreu nos primeiros 30 minutos após cirurgia, 

permaneceram estáveis até 5 horas e diminuíram a níveis basais em 19 horas após 
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cirurgia (DYBDAHL et al., 2002). Estes achados demonstram que a ativação das 

HSP pode ocorrer em situação clínica que resulte em isquemia e reperfusão 

cardíaca. Entretanto as amostras que foram analisadas refletem os níveis de HSP 

em sangue periférico, não revelando qual seria o órgão responsável pelo aumento 

da expressão de HSP70 (DYBDAHL et al., 2002). No presente estudo, o aumento 

dos níveis de mRNA foi observado logo na primeira hora após transplante em tecido 

pulmonar submetido a reperfusão e estes estavam correlacionados negativamente 

com a sobrevida dos pacientes envolvidos no estudo. Este achado difere do estudo 

de Flohe et al (1998) onde níveis mais elevados de HSP em biópsias de fígado pré-

transplante hepático estão relacionadas a um fator protetor em relação à presença 

de episódios precoces de rejeição aguda (FLOHE et al., 1998). No entanto níveis 

elevados de HSP70 que ocorrem na resposta aguda, podem repercutir na viabilidade 

de órgãos transplantados tanto a curto como a longo prazo, uma vez que estas 

moléculas são funcionalmente ativas e podem diretamente influenciar uma grande 

variedade de diferentes células. A liberação das HSPs pode influenciar respostas 

inflamatórias agudas, como por exemplo, os membros da família das HSP60 podem 

induzir a expressão de moléculas de adesão e secreção de citocinas por células 

endoteliais vasculares humanas e macrófagos, conseqüentemente aumentando a 

adesão de neutrófilos e monócitos (POCKLEY, 2003).  

O prognóstico a longo prazo dos aloenxertos pode ser resultado da 

estimulação da imunidade humoral pelas HSP, isto porque durante o transplante 

ocorre a ativação de linfócitos T periféricos e proliferação de células que infiltram o 

enxerto em resposta às HSP (MOLITERNO et al., 1995), fazendo com que ocorra a 

formação de anticorpos contra HSP. Sendo assim, estes anticorpos podem 

reconhecer HSP como patógenos, como por exemplo quando estas moléculas são 

liberadas em condições de estresse celular (SCHETT et al., 1995). Anticorpos 

circulantes contra HSP podem ser encontrados em indivíduos normais (POCKLEY et 

al., 1998) e níveis elevados têm sido observados em doença vascular, hipertensão 

limítrofe, artrite reumatóide, diabetes (POCKLEY, 2001) e também em pacientes 

com pobre prognóstico após transplante cardíaco (LATIF et al., 1995; LATIF et al., 

1997). 

Os TLRs estão envolvidos na estimulação de células Th1, resultando na 

produção de citocinas, a qual pode ser representada pela produção de interferon 

gama (TAKEDA et al., 2003). Esta afirmação pôde ser comprovada in vivo, em 
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estudo de isquemia e reperfusão em rins de camundongos tratados com anticorpos 

inibidores de IFN-γ após 5 dias, onde foi observado uma diminuição dos níveis de 

mRNA de TLR4, sugerindo que TLR4 estaria envolvido na produção de IFN-γ, no 

entanto isto não foi totalmente confirmado com TLR2 onde houve apenas uma 

diminuição parcial da expressão deste gene quando tentado o bloqueio do interferon. 

No entanto, este trabalho não fornece evidências a respeito da associação entre 

IFN-γ e TLRs no início da fase de reperfusão pois a expressão de TLR4 não foi 

detectada dentro das primeiras horas após reperfusão (WOLFS et al., 2002).  

No presente estudo foi observada uma associação entre IL-10 e IFN-γ, bem 

como com a expressão da maioria dos TLRs. A relação entre IL-10 e IFN-γ poderia 

ser explicada pelas propriedades anti-inflamatórias da IL-10, que neste caso estaria 

envolvida na proteção celular com o objetivo de regular a produção de citocinas, que 

no presente estudo, apresentou forte correlação com os níveis de IFN-γ. Além disso, 

esta citocina é produzida por linfócitos Th2, significando que tanto células Th1 e Th2 

podem estar presentes durante o processo de reperfusão. Pode ser sugerido que o 

IFN-γ seria mediado pelos TLRs, e a IL-10 seria responsável tanto pela resposta a 

produção de IFN-γ bem como pela resposta às outras citocinas. Parece pouco 

provável que os níveis da IL-10 em associação com os TLRs parecem ser 

improváveis que sejam determinados pela produção de qualquer TLR, já que 

estudos experimentais de transplante de pele em animais sugerem que a 

estimulação de citocinas dependentes de células Th2 não parece estar relacionada a 

aos TLRs (GOLDSTEIN et al., 2003). A correlação entre IL-1β e TLRs no período de 

isquemia fria poderia ser explicada pois ambos compartilham a mesma via de 

sinalização, no entanto isto não se confirma após transplante onde os TLRs e IL-1β 

apresentaram níveis distintos.  

A associação entre a HSP70 e TLRs encontrada no TIF não foi observada 

durante os outros tempos estudados, no entanto um estudo com monócitos de 

pacientes submetidos a circulação extracorpórea revelou que estas células quando 

tratadas com HSP70, estimulavam TLR4 resultando na produção de IL-6 (DYBDAHL 

et al., 2002). Em outro trabalho, a associação entre HSP70 exógeno mostrou ser 

responsável pela ativação de TLR4 (ASEA et al., 2002). No entanto, no presente 

estudo esta associação não ocorreu após reperfusão, provavelmente pela presença 

de um mecanismo diferente neste tipo de injúria. 
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A fase de isquemia e reperfusão do enxerto apresenta-se como um complexo 

mecanismo que resulta na liberação de citocinas inflamatórias (IL-8, IL-6, IFN-γ, 

TNFα e IL-1β) e anti-inflamatórias (IL-10, IL-4). A expressão destas citocinas é 

variável de acordo com o tipo de órgão envolvido no transplante (LAND, 1998; 

GERLACH et al., 1999; DE PERROT et al., 2003b) e também devido às condições 

tanto dos doadores como dos receptores. Normalmente estas citocinas envolvidas 

na resposta inical da fase de reperfusão, são chamadas citocinas efetoras de 

liberação precoce ou citocinas da fase aguda, que no caso de transplante pulmonar 

podem ser medidas tanto na corrente sangüínea (MAL et al., 1998), lavado 

broncoalveolar (FISHER et al., 2001) e tecido pulmonar (DE PERROT et al., 2002). 

Muitas destas citocinas têm sido relacionadas com o prognóstico de pacientes 

transplantados, no entanto a IL-8 é considerada uma importante interleucina na 

resposta da fase aguda e também um marcador do prognóstico em transplante 

pulmonar, devido ao fato que elevados níveis de IL-8, em doadores,  tem sido 

correlacionados com falência precoce do enxerto (FISHER et al., 2001; DE PERROT 

et al., 2002), refletindo em pobre prognóstico.  

A ativação de citocinas por TLRs tem sido extensamente revisada (AKIRA, 

2003) bem como a ativação de diferentes citocinas pelos TLRs, principalmente TLR4 

(TAKEDA et al., 2003). No presente trabalho, somente o TLR4 estava correlacionado 

com a expressão de IL-8 e IL-1β. Esta associação com IL-1β, poderia ser explicada 

pois ambos, TLR4 e IL-1β, apresentam a mesma via de sinalização. Contudo, esta 

mesma via é compartilhada com os outros TLRs, nos quais essa associação não foi 

observada. Apesar de estudos in vitro demonstrarem que TLR4 estimula a produção 

de IL-8 (MEDZHITOV et al., 1997a), no presente trabalho não podemos afirmar se 

isto realmente acontece no quadro de reperfusão do enxerto em transplante 

pulmonar, pois para confirmar esta observação, experimentos adicionais tanto in vivo 

como in vitro seriam necessários. No entanto, pode ser afirmado que ambos genes 

atuaram juntos tanto no período pré como pós transplante. Adicionalmente, baseado 

em outros estudos que demonstram que a IL-8 é um importante fator no prognóstico 

de pacientes transplantados pulmonares (DE PERROT et al., 2002) e que os níveis 

sangüíneos de diferentes polimorfismos de TLR4 em doadores e receptores de 

enxerto pulmonar podem estar relacionados ao surgimento do primeiro episódio de 

bronquiolite obliterante (PALMER et al., 2003). A observação da associação entre IL-



 69

8 e TLR4 na presente série pode ser uma importante informação para estudos 

futuros com o objetivo de verificar se a ativação do TLR4 resulta na produção de IL-

8. 

Na presente série, apesar do número elevado de culturas positivas 

encontradas no lavado bronco-alveolar, tanto para bactérias Gram-positivas, como 

negativas, não houve correlação com qualquer TLR, pois estes receptores foram 

inicialmente descritos no reconhecimento de ligantes específicos de diferentes 

patógenos (MEDZHITOV et al., 2000). Estes achados sugerem que em quadro de 

transplante pulmonar clínico a presença isolada de cultura positiva nos pulmões de 

doadores, sem a associação com outras anormalidades clínicas ou laboratoriais, 

poderia não estar envolvida com a expressão dos TLRs no período de isquemia fria. 

No entanto, em estudos com transplante hepático em ratos a presença de níveis 

elevados de LPS foram concomitantes com o aumento dos níveis de TLR2 após 6 

horas de reperfusão (TSOULFAS et al., 2002). 

Este trabalho apresenta algumas limitações, primeiramente quanto ao número 

da amostra (14 pacientes) e também pelo diferente número de biópsias coletadas 

nos diferentes períodos. No entanto, este número parece ser suficiente quando são 

comparadas as expressões de diferentes genes em um mesmo paciente, apesar de 

um número maior de biópsias ser sempre desejável. Além disso, em situações 

clínicas devido a imprevistos durante os diferentes procedimentos cirúrgicos, pode 

ocorrer a falta de alguma amostra. Outro fator que limitou a coleta de biópsias após 

2 horas foi que muitas vezes neste período a cavidade torácica já encontrava-se 

fechada. 

Este trabalho também não tem por objetivo determinar uma relação de causa 

e efeito entre TLR, citocinas e HSP70. Para que isto seja realizado, experimentos 

mais elaborados através do estudo das vias de sinalização dos diferentes genes 

deveria ser realizado, tanto por meio de modelos animais bem como em estudos in 

vitro. Este trabalho visa observar e buscar compreender como a fase inicial de 

reperfusão em transplante pulmonar pode alterar a expressão gênica de citocinas 

importantes na resposta inflamatória do enxerto e como estas estão relacionadas no 

contexto da expressão gênica dos TLRs e HSP70.  
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7. CONCLUSÕES 
 

Pela primeira vez, foi demonstrado que a expressão dos TLRs alterou-se 

durante o período de isquemia e reperfusão em transplante pulmonar em humanos. 

 

A correlação entre TLR4 e IL-8/IL-1β sugere que os TLRs pulmonares podem 

apresentar função na resposta precoce do enxerto. 

 

O tempo de intubação dos doadores pulmonares pode influenciar a expressão 

de receptores Toll-símile específicos  
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