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SOUZA, L. G. B.Mecanismos fisiopatolégicos e medidas preventivas da leséo
pulmonar aguda relacionada a transfusao. 2019. 53 f. Trabalho de Conclusao
de Curso (Graduagao em Biomedicina) — Centro Universitario Sao Camilo, 2019.

A lesdo pulmonar aguda relacionada a transfusao (TRALI) € uma reacédo que
ocorre ematé seis horas apos a transfuséo alogénica de hemocomponentes que
possuem leucoaglutininas ou mediadores pré-inflamatérios,que séo transferidos
para pacientesque apresentam condigoes clinicas predisponentes. E caracterizada
por angustia respiratéria aguda, dispnéia, hipoxemia, hipotensao, febre e edema
pulmonar bilateral nao-cardiogénico. A TRALI ¢ classificada de acordo com a
natureza quimica do seu fator causalpresente no hemocomponente, sendo
mediada por anticorpo ou ndo mediada por anticorpo.Quando imunoglobulinas
para os sistemas antigeno leucocitario humano (HLA) de classe | efou Il ou
antigeno neutrofilico humano (HNA) estao presentes, a TRALI é classificada como
mediada por anticorpo. Quando lipidios pro-inflamatorios, como  as
lisofosfatidilcolinas e ceramidas, CD40L, citocinas e microparticulas de membrana
das hemacias e plaquetas estdo presentes, a TRALI é ndo mediada por
anticorpo.Na transfusdo sanguinea, o contato do receptor com imunoglobulinas ou
outros mediadores pro-inflamatérios, possibilita a ativagédo de neutrofilos, células
endoteliais da capilar pulmonar e plaquetas, desencadeando a leséo pulmonar
pelo aumento da permeabilidade vascular aos fluidos plasmaticos, degranulacéo
de neutréfilos e formagdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NET).
Independente do fator causal, o neutréfilo € postulado como célula efetora de
lesdo na TRALI. Como profilaxia, € realizada a excluséo, durante o processamento
de hemocomponentes, do concentrado de plaquetas e plasma fresco congelado
de doadoras multiparas, com o intuito de minimizar o risco ao paciente de
exposicdo a uma transfusédo que contenha alto volume plasmatico de
leucoaglutininas, a leucorredugédodo concentrado de hemacias e plaquetas é
utilizada para reduzir a formagdo de lipidios pro-inflamatérios,a liberagéo de
CD40L, citocinas e microparticulas de membrana ao longo do tempo de
armazenamento, possibilitando que a transfusdo disponha de um carater mais
seguro. Apesar das medidas aplicadas, individuos cronicamente transfundidos séo
mais suscetiveis ao desenvolvimento de reagbes transfusionais. Estudos em
modelos animais, e analises de laminas histologicas do tecido pulmonar de
individuos post mortem, buscam elucidar os mecanismos fisiopatologicos da
TRALI para desenvolver novos parametros de diagnostico, medidas profilaticas e
estratégias de intervengdes terapéuticas.

Palavras-chave: Lesdo pulmonar aguda relacionada & transfusdo, antigeno
leucocitario humano, antigeno neutréfilico humano, fisiopatogenia, ligante de CD40,
lisofosfatidilcolina, microparticulas, eritrécitos, plaquetas, neutréfilo e armadilhas
extracelulares.




SOUZA, L. G. B.Pathophysiological mechanisms and preventive actions to
transfusion relatedacute lung injury. 2019.53 f. Couse completion
assignment(Bachelor of Biomedicine) — SaoCamilo University Center, 2019.

Transfusion related acute lung injury (TRALI) is a acute reaction that occurs within 6
hours afteralogenic transfusion of blood components that have leucoaglutinins or pro-
inflamatory mediators that are transfered to pacients that havepresdisposing clinical
conditions. |s characterized by acute respiratory distress, dyspnea, hypoxemia,
hypotension, fever and non-cardiogenic bilateral lung edema. TRALI is classified
according to the chemmical nature of its causal factor present in blood components,
being mediated by antibody or not mediated by antibody. When immunoglobulins for
the systems human leukocyte antigen (HLA) class | and/or class Il or human
neuthrophil antigen are presente, TRALI is classified antibody mediated. When pro-
inflamatory lipids, like lysophosphatidylcholine and ceramides, CD40L and
membrane microparticlesof red blood cells are present, TRALI is non-mediated by
antibody. In blood transfusion, the interaction between receptor and immuneglobulins
or others pro-inflamatory mediators, results in neutrophil activation, increase in
vascular permeability and lung injury by production and liberation of oxygen reactive
species, NETs and neutrophil degranulation. Independent of your casual factor,
neutrophil is postuled by cellular efector of lung injury in TRALI. As prophylaxis, the
exclusion, during the processing of blood components, of platelet concentrate and
fresh frozen plasma from multiparous donors is carried out, in order to minimize the
risk to the patient of exposure to a transfusion containing a high plasma volume of
leucoagglutinins, the leucoreduction of the packed red blood cells and platelets is
used to reduce the formation of pro-inflammatory lipids, the release of CD40L,
cytokines and membrane microparticles throughout the time of storage, making
transfusion safer. Despite the measures applied, chronically transfused individuals
are more susceptible to the development of transfusion reactions. Animal models
experements and analyses of histological lung sections try to eluceted the
phisiopatogenicmecanisms of TRALI for making new diagnes parameters and new
theurapheticals strategies.

Keywords: transfusion-related acute lung injury, human leukocyte antigen, human
neutrophil  antigen,  pathophysiology, ~ CD40L,  lysophosphatidylcholine,
microparticles, red blood cell, platelet, neutrophil and NET.
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1 INTRODUGAO

A transfusdo sanguinea consiste em transferir os componentes sanguineos
de um doador para um receptor, sendo classificada como autologa quando o©
doador e receptor sd0 a mesma pessoa, ou alogénica, quando o receptor recebe
hemocomponentes provenientes de um doador desconhecido (CAVALCANTI;
CANTINHO: ASSAD, 2006). Com finalidade hemoterapica, a transfus@o sanguinea
¢ indicada para diversas condigoes clinicas, como pacientes oncologicos que
apresentam a medula ¢ssea hipocelular devido ao tratamento quimioterapico,

hepatopatias, perda aguda de sangue ou anemia sintomatica (Brasil, 2004).

O processo transfusional se inicia com a solicitaggo médica dos
hemocomponentes, e compreendem varias etapas que véo desde a selegé@o do
doador, os testes sorologicos, fracionamento e estocagem, transporte, até as
indicagdes, conferéncias e assisténcia pré e pos-transfusional (SILVA; SOARES;
IWAMOTO, 2009). Sabe-se que individuos cronicamente transfundidos sé&o mais
susceptiveis as reagdes ftransfusionais, pois séo continuamente expostos aos
componentes sanguineos de doadores, aumentando o risco de ocorrer reagoes
transfusionais (ALVES et al., 2012). As reagbes transfusionais sao agravos
ocorridos durante ou apds a transfusdo sanguinea e que estdo a ela relacionados.
Esses incidentes podem ser classificados em: Reacgéo transfusional imediata (RTI),
a qual ocorre durante a transfusdo ou em até 24 horas apés. Nele s&o
diagnosticados: reagdo hemolitica aguda, reagdo febril ndo hemolitica, reacoes
alérgicas, as quais podem ser consideradas leve ou moderada, sobrecarga
volémica, contaminagdo bacteriana, TRALI (fransfusion related acute lung injury -
edema pulmonar agudo relacionado & transfusdo), reagéo hipotensiva, hemolise
ndao imune, anafilatica, hipocalcemia, embolia aérea e hipotermia; ou reagao
transfusional tardia (RTT) quando ocorre apos 24 horas da transfusdo, sendo
diagnosticados: reagdo hemolitica tardia, transmissdo de doengas por meio da
transfusdo(hepatite B, hepatite C, HIV/AIDS, doenga de chagas, sifilis, malaria,
HTLV III), doenga do enxerto contra hospedeiro (DECH), aparecimento de
anticorpos irregulares/aloimunizagéo, purpura pos-transfusional e sobrecarga de
ferro (Brasil, 2007).




A ALI (Acute Lung Injury - leséo pulmonar aguda), também conhecida como

sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA), pode ser secundaria a
transfusdo, trauma, aspiracéo de contetdo gastrico, isquemia, e infecgéo por virus
epidémicos, como H1N1 e SARS. A ALl acomete o alvéolo e o endotélio pulmonar,
resultando em morte celular e aumento da permeabilidade aos fluidos plasmaticos,
provocando edema pulmonar e troca gasosa ineficiente. Quando a ALl é
secundaria a transfusédo ela é denominada TRALI. A TRALI foi descrita pela
primeira vez por Barnard em 1951 e caracterizada clinicamente por Popovsky e
colaboradores em 1985. Em 2003, a NHLBI (National Heart Lung and Blood
Institute — Instituto Nacional do coragdo, pulmdo e sangue) desenvolveu os
critérios de diagnoéstico clinico para a TRALI, onde foi padronizado que individuos
com reacdo transfusional em seis horas ap6s a transfusdo alogénica de
hemocomponentes e apresentassem insuficiéncia pulmonar aguda, taquipnéia,
cianose, dispnéia com hipoxemia aguda, PaO /FiO ;< 300 mmHg, e exame
radiografico revelando edema pulmonar bilateral com auséncia de hipertensao

atrial esquerda (ndo cardiogénico), séo classificados com TRALI.
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3 METODOLOGIA

Para a confecgdo desse trabalho foi realizado um levantamento
bibliografico, onde foram utilizados 50 artigos cientificos pesquisados nas bases
de dados PubMed e em revistas eletrénicas. Também foram utilizados relatorios

de notificagdo do Food and Drug Administration, German hemovigilance

systems, e ANVISA.

Os descritores utilizados foram: lesdo pulmonar aguda relacionada a
transfusdo, antigeno leucocitario humano, antigeno neutréfilico humano,
fisiopatogénia, CD40L, lisofosfatidilcolina, microparticulas, hemacia, plagqueta,

neutrofilo e NET.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Histérico e epidemiologia da TRALI

A TRALI foi relatada pela primeira vez em 1951 e os achados clinicos iniciais
foram publicados em 1966. Em 1970 e 1971, foi postulado que leucoaglutininas
para HLA e antigenos néo-HLA eram os fatores causais da TRALI. No entanto, em
1985, foi com o relato de 36 casos que a TRALI foi reconhecida como uma
complicagdo clinica distinta das demais reagdes transfusionais. Com o maior
reconhecimento desta sindrome, a TRALI tornou-se a principal causa de
mortalidade relacionada a procedimentos hemoterapicos nos Estados Unidos da
América (EUA), Reino Unido e Alemanha (MUSCHTER, 2017; TOY et al., 2011).

No ano de 2000, o Brasil implementou uma rede nacional de hemovigilancia,
inserida nas ac¢des de vigilancia em satde da ANVISA, cujo o principal objetivo € o
direcionamento de acées estratégicas para aumentar a seguranga nas transfusoes
sanguineas. Por meio da ficha de notificacdo de reagbes transfusionais,
padronizada em nivel nacional, realizado pelo NOTIVISA - Sistema Nacional de
Notificagdo em Vigilancia Sanitaria, as reagdes transfusionais imediatas, ocorrendo
em até 24 horas apds a transfuséo, e tardias, excedendo as primeiras 24 horas,
devem ser notificadas para a ANVISA. Segundo os dados da tabela 1, extraidos do
relatério de hemovigildncia da ANVISA, a TRALI, diferente dos demais paises,
ocupa a quinta colocagédo dentro das reagbes transfusionais imediatas que mais
ocorrem (BRASIL, 2015).

No EUA todos os casos de TRALI devem ser notificados para o FDA (Food
and drug administration — Administragéo de alimentos e medicamentos). Todos os
hemocomponentes podem estar envolvidos em casos de TRALI. No entanto, os
hemocomponentes com maior quantidade de plasma, como o plasma fresco
congelado e o concentrado de plaquetas, apresentam maior risco por possuirem
uma maior proporcdo de volume de anticorpos anti-leucocitarios (Van Stein et al.,
2010). De acordo com o relatério emitido pelo FDA em 2011, a TRALI foi a principal
causa de mortalidade relacionada a procedimentos hemoterapicos nos EUA,
representando 38% dos 6bitos de todas as reagdes transfusionais (TOY et al.,
2011). A maioria dos casos de TRALI apresenta mecanismo imunologico mediado

por anticorpos para antigenos HLA de classe | efou Il ou HNA, compreendendo
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aproximadamente de 50% a 80% dos casos. No entanto, aproximadamente de 20%

a 50% dos casos, nenhum anticorpo é identificado, levando a investigagao e

descoberta de mecanismos alternativos para a TRALI nédo mediada por anticorpo.

| (MASLANKA et al., 2011).

: ;Té\bela 1 ~ Frequéncia absoluta de reagdes transfusionais notificadas,

i jéé'gundo o tipo de reagéo, o diagnéstico e o ano de ocorréncia. Brasil 2010 a

2013

_ Codareacao | 2010 2011 2012 2013
‘| Reacdio febril néo hemolica ~ 2.470  3.397 3772 3906
Alérgica 1.770 2,512 3.255 3.219
w | Outras reagtes imediatas 408 524 624 474
% Sobrecarga volémica 136 254 325 359
T | TRALI 30 50 70 47
E Reacao hemolitica aguda 16 35 27 23
Contaminac&o bacteriana 10 10 14 9
Subtotal 4.840 6.782 8.087 8.037
| Aloimunizagao eritrocitaria 56 49 75 67
Outras reacgdes tardias 15 1 19 14
é Doengas infecciosas 10 8 16 4
& | Reacdo hemolitica tardia 7 1 5 10
i Reacédo enxerto x hospedeiro 0 0 0 0
Subtotal 88 75 115 95

TOTAL 4.928 6.857 8.202

Fonte: adaptado de (BRASIL, 2015).

Como podemos observar na tabela 2, a exposigao antigénica na gestagéo e
transfusdo sanguinea pode provocar aloimunizagdo HLA, sendo sua frequéncia
aumentada pelo nimero de gestacdes (PETERS, 2015). Devido a alta incidéncia
encontrada de anticorpos leucocitarios em determinados grupos de doadores, 0s
bancos de sangue realizam a exclusdo do plasma fresco congelado de mulheres
multiparas, por apresentar maior probabilidade de presenga de anticorpos anti-HLA.
A incidéncia de TRALI que era encontrada nos EUA em cada hemocomponente é
de 2,8 casos em 100.000 para concentrado de plaquetas, 0,5 casos em 100.000
para concentrado de hemacias e 3,6 casos em 100.000 para plasma fresco

congelado. Realizando a excluséo do plasma fresco congelado e do concentrado de
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plaguetas de multiparas, a incidéncia atual é de 0,4 casos em 100.000 para plasma

fresco congelado e 1 caso para 100.000 para concentrado de plaquetas (SHAZ,

2012).

Tabela 2 - Frequéncia de aloimunizagéo para HLA de classe | e Il em mulheres

por numero de gestacées e homens por transfuséo.

Estudo Anticorpo para HLA de classe l e Il
Mulheres Homens -
% de aloimunizagdo HLA % de aloimunizacao HLA
Vs Vs
numero de gestacoes e tr@nsfusdo
Nenhum 1 2 3 =4 Néo Sim
Powers et al 5,9% 24,2 41,3 485 583 12%
2008
Triulzi et al 1,7% 2 228 278 323 1% 1,7%
2009

Fonte: adaptado de (PETERS, 2015).

Podemos observar também na tabela 2 que existe um porcentual de
aloimunizagcdo em mulheres nuliparas e homens sem histdrico transfusional. A
explicagdo mais provavel para esse fenémeno é que bactérias, proteinas ingeridas e
alérgenos compartilhem epitopos com o antigeno HLA, onde os anticorpos
produzidos em reposta realizam reagdo cruzada com o HLA por mimetismo
molecular. Esta hipotese é corroborada por achados anteriores, onde a reatividade
Cruzada de HLA com proteinas M1 estreptococicas foi mostrada pela primeira vez
em 1970 (MORALES-BUENROSTRO et al., 2008).

De acordo com as notificagbes aos servicos de hemovigilancia de seus
paises, pesquisadores verificaram os anticorpos envolvidos em cada caso de
TRALI. Os resultados obtidos se encontram na tabela 3. Lembrando que a
aloimunizacéo ocorre devido 2 gestagao ou transfusdo sanguinea e é decorrente a
variagéo antigénica encontrada em cada populagéo. Sendo assim, a especificidade
antigénica dos anticorpos, bem como o numero de casos de TRALI, serem
diferentes de cada regido devido ao grau de heterogeneidade da populagio diferir
em cada nacionalidade (BUX, 2011).
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Tabela 3 - Notificagéo de casos de TRALI e sua respectiva % de anticorpos
envolvidos.

Sistema de hemovigilancia  Sistema de hemovigilancia

aleméo do reino unido
Namero de 28 73
notificagoes
HLA classe | 4% 23%
HLA classe Il 47% 34%
HLA classe | e Il 21% 18%
HNA 28% 8%

Fonte: adaptado de (BUX, 2011).
4.2 Aloimunizagao

O reconhecimento de aloantigenos € definido como aloimunizagéo,
resultando na formacdo de anticorpos irregulares (aloanticorpos). A resposta
humoral, desencadeada pelo reconhecimento de antigenos, € consequéncia da
capacidade do antigeno em induzir a formagéo de anticorpos e da competéncia de
reagir com os mesmos, ou seja, da imunogenicidade e da antigenicidade dos
antigenos, respectivamente (ABBAS; LITCHMAN; PILLAI; 2014).

A aloimunizagdo abrange diversos eventos imunologicos, incluindo o
reconhecimento, processamento e apresentacdo dos antigenos alogénicos pelo
Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex -
MHC) de classe Il, expresso na membrana de Células Apresentadoras de Antigenos
(Antigen Presenting Cells - APC). Quando o epitopo do antigeno ligado a fenda da
molécula de MHC de classe |l € apresentado aos linfocitos T auxiliares (CD4+),
interagindo com os receptores de Linfocitos T (7 cell receptor - TCR), ocorre a
transducéo de sinal que resulta na expansao clonal dos linfocitos T auxiliares, com
consequente produgédo de citocinas que estimulam a proliferagéo e diferenciagao
dos linfécitos B em plasmocitos, havendo a secregdo dos anticorpos produzidos,
conforme ilustrado na figura 1. (CATELAN et al., 2008).

Figura 1 ~ Proliferagéo e diferenciagio de linfécitos B: Linfocitos B (LB) ativados

sofrem expans&o clonal e se diferenciam em plasmocitos produtores de anticorpos.
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'3

Profiferacéo
e diferenciacéo

Plasmocito Anticorpos

japtado de (CATELAN et al., 2008).

~ As imunoglobulinas (lg) sdo compostas por uma regido variavel, responsavel
pelo i_'reconhecimento dos antigenos, e uma regido constante, responsavel pela
funcédo efetora, e sdo formados estruturalmente por duas cadeias leves e duas
,l'cadeias pesadas. A ligacéo entre as cadeias leves e pesadas ocorre por ligagéo
- dissulfeto, sendo que as cadeias leves apresentam uma regido constante e uma
; regido variavel, assim como as cadeias pesadas, conforme ilustrado na figura 2. A

. classificacdo das imunoglobulinas ocorre com base nas diferencas em sequéncias
|  de aminoacidos na regiao constante das cadeias pesadas, sendo classificadas em
. 1gG, IgA, IgM, IgD ou IgE (OLIVEIRA; RIBEIRO; VIZZONI, 2013; CATELAN et al.,
| 2009)

Ocorrido a aloimunizagédo, na fase efetora da imunidade humoral os
anticorpos irregulares irdo se ligar aos antigenos que estimularam a sua sintese por
meio de ligagbes nao-covalentes reversiveis (MALE et al., 2013). Essa interagéo
resulta na ativacdo de mecanismos efetores como a ativacédo da via classica do
sistema complemento, opsonizagdo para fagocitose e a Citotoxicidade Celular
Dependente de Anticorpo (Antibody Dependent Cell mediated Cytotoxicity - ADCC).
Essas agdes desencadeadas pelo sistema imune, que normalmente atuam como
protecdo, sao as mesmas que resultam em reagbes transfusionais (ABBAS;
LITCHMAN; PILLAI; 2014; STEPHENS et al., 2013).

Figura 2 - Composigéo estrutural dos anticorpos: Representagéo da estrutura do
anticorpo, onde a regido variavel da cadeia leve (VL) e a regifo variavel da cadeia
pesada (VH) compéem o sitio de ligacdo de antigenos. A regido constante da
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cadeia leve (CL) e a regiao constante da cadeia pesada (CH) compdem a fragéao Fc.

A estabilidade entre as cadeias é mantida por ligagao dissulfeto.

Cadela pesada Sitio de ligacdo de antigenos

v

Fc

Fonte: adaptado de (CATELAN et al., 2008).

4.3 Neutréfilos: Fisiologia celular e mecanismos deleséo tecidual.

Os neutrofilos sdo células que pertencem a imunidade inata, representando a
primeira linha de defesa para micro-organismos patogénicos. O processo de
formacdo de neutréfilos € denominado granulopoiese, sendo gerado a partir da
linhagem mieldide. O processo de granulopoiese & controlado pelo G-CSF
(granulocyte colony stimulating factor - fator estimulador de colonias de
granulocitos), que é produzido em resposta & interleucina-17A (IL-17A) sintetizada
pelos linfocitos T que regulam os neutrdfilos. A liberagdo de IL-17A é controlada
pela interleucina-23 (IL-23), que é produzida por macrofagos e células dendriticas
residentes em tecidos (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). As células-tronco
hematopoiéticas localizam-se em locais da medula éssea que apresentam células
perivasculares que expressam a quimiocina CXCL12 (SDF-1), ligante para a
quimiocina CXCR4. O CXCR4 libera sinais de retengdo e desaparece gradualmente
a medida que as células mieldides amadurecem, enquanto que a expresséo de
CXCL2, receptor para as quimiocinas CXCL1, CXCL5, CXCL6 e CXCL8, aumenta
progressivamente ao longo da diferenciagdo celular, retransmitindo sinais para a
liberagdodos neutrofilos para a circulagdo (NAUSEEF; BORREGAARD, 2014). Os

neutréfilos na circulagédo representam de 40% a 60% dos leucocitos, estes possuem
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tores que sdo responsaveis pela destruicdo de patdégenos e, em

responsaveis pela leséo tecidual na TRALI s@o: produgdo de espécies reativas de
6)'tigénio (EROs), formagao de NETs (neuthrophil extracelular traps - armadilhas

~ extracelulares de neutrofilos) e degranulagao de enzimas proteoliticas.

As NETs sdo constituidas por uma rede de DNA complexada a histonas e

granulos neutrofilicos primarios, constituidos por mieloperoxidase, elastase

neutrofilica, catepsina G, pentraxina 3 e proteinase 3; secundarios, constituidos por
lactoferrina e lisozima; terciarios, constituidos por gelatinase. O processo de
formacdo de NETs se inicia com a descondensagdo da cromatina, mediada pela
enzima peptidil arginina deaminase, que converte a arginina presente nas histonas
em citrulina, conferindo uma fraca interagao eletrostatica entre as histonas e o DNA,
desestabilizando o nucleossomo. A elastase neutrofilica cliva as histonas durante a
formagdo das NETs, liberando a rede de DNA. Ocorre a ruptura do nucleo e a
liberacéo da rede de DNA complexada a histonas e granulos neutrofilicos para o
meio extracelular (MUSCHTER, 2017).

4.3 Predisposicdo fisioldégica do pulmido para o processo inflamatério na
TRALL

Em condigbes fisiologicas os neutrofilos se concentram na medula oOssea,
baco, figado e pulméo. A fungdo primaria dos pulmées € permitir a oxigenagao do
sangue venoso e eliminacdo do didxido de carbono para o ambiente externo. Este
processo € sustentando pela diferenga de presséo parcial dos gases. Segundo a lei
de Fick, a quantidade de gas que se move pela lamina de um tecido é proporcional
a area dessa lamina, mas inversa & sua espessura. A membrana alvéolo-capilar
possui uma area entre 50m?-100m? e uma espessura de aproximadamente 0,3 pm,
possuindo as condigbes anatémicas perfeitas para a hematose. A barreira alvéolo-
capilar é continuamente exposta a patdégenos inalados e estimulos inflamatérios, por
realizar essa comunicagdo com o meio externo, representando também um
importante local de defesa do organismo. O trafico de leucocitos para locais de
inflamagéo é essencial para a manutengdo da homeostase pulmonar; entretanto, o
recrutamento desregulado de leucocitos pode promover lesdo pulmonar e

insuficiéncia respiratéria. Mais de 60% da microcirculagéo pulmonar é composta de
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capilares pulmonares de 7,5um de didametro, sendo menores que o didametro de 8
um dos neutréfilos. Como resultado, os neutréfilos séo obrigados a se deformar em
formas alongadas ao entrar nos capilares pulmonares, retardando o seu transito e

levando & sua concentragao no pulmao (WEST, 2010).

Sendo assim, a anatomia da microcirculagdo pulmonar promove a
Hc;medstase no pulmédo nao inflamado concentrando os neutrofilos nos capilares
r;UImonéres na forma de um “pool’ que pode ser prontamente recrutado em
resposta a um estimulo inflamatorio. Apos um estimulo inflamatério, os neutrofilos
sdo sequestrados nos capilares pulmonares, infiltrando no espago alveolar e
contribuindo para a ruptura da barreira alvéolo-capilar e progressdo da lesdo
pulmonar (WEST, 2010).

4.4 Plaquetas: Relagdo com os processos inflamatorios na TRALL

As plaquetas sédo células sanguineas anucleadas exclusivas dos mamiferos,
sendo liberadas da medula oOssea pelos megacariocitos no processo de
trombopoiese. As plaquetas sdo especializadas em processos de hemostasia e
inflamagéo. Assim como todas as células do sangue, as plaquetas tém uma relagéo
intima com os pulmées. As plaquetas transitam pelos vasos pulmonares e estao
presentes nos capilares alveolares, juntamente com os eritrécitos e leucoécitos. Ha
também evidéncias de que as plaquetas regulam a permeabilidade vascular
pulmonar e influenciam sua vasorreatividade (CHAKRABART] et al., 2005).

Recentemente as plaquetas estdo sendo estudas com o intuito de avaliar a
sua importancia nos processos inflamatérios e lesdo pulmonar. Eichhorn e
colaboradores utilizaram uma abordagem de plaquetas marcadas ex vivo com
rodamina 6G, estas foram ativadas com trombina antes da injegéo intravenosa para
visualizd-las diretamente na microcirculagdo pulmonar de coelhos. O estudo
demonstrou que a velocidade das plaquetas marcadas foi semelhante a das
hemacias na circulagéo pulmonar. No entanto, a velocidade das plaquetas ativadas
pela trombina diminuiu e as plaquetas aderiram as arteriolas, capilares e vénulas
(EICHHORN, M. et al., 2002)

Em condicées homeostaticas in vivo, as plaquetas associam-se fisicamente a

neutréfilos pelo acoplamento da PSGL-1 a P-selectina para promover
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satelitismo. Durante estados inflamatérios como sepse, aumenta o satelitismo de

>plaquetas nos neutréfilos (LOONEY; BHATTACHARYA, 2014). Estudos utilizando
'mode[o murinho de TRALI mediada por anticorpo para MHC de classe |,

'observaram que as plaquetas interagem com os neutréfilos por meio dos agregados

de Neutréfilos-plaguetas, favorecendo a interagao do CD40L das plaquetas com o

}CD40 dos neutréfilos, estes por sua vez séo ativados e liberam espécies reativas de
oxigénio e NETs (REBETZ; SEMPLE; KAPUR, 2018).

45 Hipoteses da fisiopatogénia da TRALI

A patogénese da TRALI ainda € pouco compreendida, necessitando de mais
pesquisas para elucidar os seus mecanismos fisiopatogénicos. No entanto, com
estudos em modelos animais, foram desenvolvidas duas hipoteses. A hipotese dos
dois insultos, onde para o individuo desenvolver TRALI € necessario o primeiro
insulto que corresponde as condigbes clinicas predisponentes que o paciente
apresenta citadas na figura 3. O segundo insulto corresponde aos elementos
presentes no hemocomponente que sdo capazes de ativar os neutrofilos citadas na
figura 3 (SHAZ, 2012). De acordo com os fatores causais do segundo insulto, a
TRALI pode ser classificada em mediada por anticorpo e ndo mediada por
anticorpo. Tanto na TRALI mediada por anticorpo, como na TRALI ndo mediada por
anticorpo, o neutrofilo é postulado como célula efetora da lesdo pulmonar. A
literatura aponta que a TRALI é o resultado do dano pulmonar causado por espécies
reativas de oxigénio liberadas por neutréfilos. No entanto, varios modelos animais
de TRALI contestaram essa convicgdo, mostrando que mondcitos, linfocitos e
endotélio capilar também podem apresentar uma importante relagdo no
desenvolvimento da TRALI (MORSING et al., 2018).

A hipétese do limiar propée que os fatores no sangue do doador e do
receptor precisam atingir um limiar inflamatério em conjunto, o que significa que um
Paciente mais critico j4 desenvolve TRALI na presenga de menor concentragao de
fatores do sangue do doador em comparagédo com paciente relativamente mais
"saudavel" (MORSING et al., 2018).

Figura 3 - Apresentagido das condigbes clinicas do primeiro insulto e dos

fatores causais do segundo insulto presentes em cada hemocomponente: O
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primeiro insulto corresponde as condigbes inflamatérias presentes na doenga
hepatica grave, doenga onco-hematologica, cirurgia cardiaca, ventilagdo mecanica,
transfusdo massiva, etilismo cronico, idade avangada, insuficiéncia renal aguda,
choque, sepse e cirurgia hepatica. O segundo insulto compreende a transferéncia,
por meio da transfuséo, de elementos que ativam neutréfilos, como anticorpos para
HLA ou HNA, lipidios pré-inflamatérios, CD40L e microparticulas de membrana.

Segundo evento ( fatores da transfuséo)

Primeiro evento ( Condigoes clinicas)

Concentrado de hemaclas
- Anticarpos para HLA ou HNA
- Lipldios pré-inflamatérios
-CD40L
- Microparticulas de membrana
R Plasma fresco congelado
- Transfuséio massiva
L - Anticorpos para HLA ou HNA
- Etilismo cronico -
: Concentrado de plaquetas
-Idade avancada
i 5 -Anticorpos para HLA ou HNA
- Insuficiénicia renal aguda N/ - Lipidios pré-inflamatérios
s ; R - Microparticulas de membrana
- Ghoque -CDdoL
- Sepse
-Ciugaheptica [ ﬂ

Fonte: adaptado de (VLAAR; JUFFERMANS, 2013)

4.6 Fisiopatogénia do primeiro insulto da TRALL.

As condigbes clinicas predisponentes a TRALI s&o responsaveis pelo
primeiro insulto, onde ha aumento da proteina C reativa (PCR) e citocinas pro-
inflamatérias como IL-1B, IL-6 e IL-8, demonstrado na primeira fase da figura 4. A
PCR € uma proteina pentamérica de fase aguda com peso molecular de 115 KDa
pertencente a familia das pentraxinas. A PCR & sintetizada no figado em resposta a
citocinas pré-inflamatoérias, IL-6 e IL-1B (DU CLOS, 2013). A PCR exibe atividade de
ligagéo célcio-dependente & diferentes moléculas, como as fosfocolinas
encontradas nos &cidos teicoicos e lipoteicoicos da parede celular das bactérias, as
lisofosfatidilcolinas externalizadas na membrana plasmatica de células lesionadas e
a antigenos nucleares como as ribonucleoproteinas (CHOW, 2005). Esses PAMPs
(Pathogen associated molecular patterns - padrbes moleculares associadas
apatégenos) e DAMPs (Damage associated molecular patterns - padroes

Moleculares associados a dano) sdo complexados & PCR e reconhecidos por




T T T T T T e

29

rﬁacréfagos residentes nos tecidos pelos receptores TLR2 e TLR4 (ARANDA-
VALDERRAMA; KAYNAR, 2018). A proteina C reativa foi identificada como
marcador de primeiro insulto na TRALI (YAZDANBAKHSH, 2015). O inicio do
primeiro insulto ocorre quando DAMPs e/ou PAMPs estao na circulagdo sistémica.
Os pulmodes recebem todo o débito cardiaco, logo quando os DAMPs e PAMPs
complexados a PCR circulam na barreira alvéolo-capilar, estas moléculas sao
reconhecidas pelos receptores TLR2 e TLR4 nos pneumdcitos, ocorrendo a
tf_ansdug:éo de sinal e ativando a via MyD88-NF-kB que induz a transcri¢ao e sintese
da IL-1B. A IL-1B se liga ao receptor IL-1R nos macréfagos alveolares, a transdugao
de sinal ativa a via MyD88-NF-kB induzindo a transcrigdo e sintese de citocinas e
quimiocinas, como TNF-a, CCL2, G-CSF, IL-6 e IL-8 (ARANDA-VALDERRAMA,
KAYNAR, 2018). A IL-8 promove o aumento da expressao da molécula de adeséo
ICAM-1 nas células endoteliais e integrinas-p 2 em neutrofilos, demonstrado na
segunda fase da figura 4. A ligagdo subsequente das moléculas de adeséo as
integrinas-P 2 resulta na aderéncia firme e sequestro dos neutréfilos no endotélio do
capilar pulmonar, demonstrado na terceira fase da figura 4 (MORSING et al., 2018).

Figura 4 - Representacdo da ordem dos processos fisiopatogénicos da

TRALImediada por anticorpo:

1. Insulto inicial (inflamag&o das condigbes
clinicas predisponentes}

2. Ativagdo endotelial (expressiode
maléculas de adesio)

3. Sequestro de neutrofilos

4. Infusio de anticorpos HLA ou HNA
{transfusdo sanguinea)

5. Ligagdo antigeno-anticorpo
6. Ativagio dos neutréfitos

7. Lesio endotelial

8. Les#o pulmonar

Fonte: Prépria
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a do segundo insulto da TRALL.

eiro insulto, os neutrofilos se encontram aderidos as células

.F.It"1xograma dos eventos do primeiro e segundo insulto na TRALI

or anticorpo.

/" Inflamagéo Sistémica

Liberagao das citocinas
pro-inflamatorias
IL-1B, IL-6 e IL-8

Primeiro Insulto < l

Aumento dos neutréfilos
circulantes e expresséo de
moléculas de adesdo endotelial
ICAM-1 e integrinas-B:

|

Sequestro de neutrdfilos na
\ microcirculagao pulmonar

Transfuséo do hemocomponente
Infusdo de anticorpos HLA/HNA

!

Ligagao antigeno-anticorpo
e reconhecimento da fragéo
Fc pelos neutréfilos
Segundo Insulto < l

Ativagao dos neutrofilos e
agoes efetoras
NETs, EROs e enzimas proteoliticas

{

\ TRALI

onte: Propria
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modelos fisiopatogénicos do segundo insulto da TRALI

mediada por orpo para HLA de classe |

Os HLA de classe | séo expressos em todas as celulas nucleadas do
principal fungéao ¢ a apresentagédo de peptideos endogenos,
érim'eio intracelular, a linfocitos T citotoxicos CD8+. Os casos de

e HLA de classe | sé&o representadas pelos HLA-A, HLA-B e HLA-C,
formada por trés cadeias a (1, 2 e 3) e uma cadeia 2m como

Estrutura do HLA de classe | na membrana plasmatica:

HLA de classe |

Fonte: adaptado de (MONOS; WINCHESTER, 2019).

Dykes et al. (2000) descreve, em seu relatério, um paciente de transplante
pulmonar que desenvolveu TRALI apés infusdo de hemocomponentes com
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~ anticorpos qu
'tll':;lexpresso nas células endoteliais do pulméo transplantado. Isso implica que
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e apenas possuiam o seu antigeno cognato do sistema HLA de classe

Hif'i:l}imﬁoglobu!inas G (lgG) sdo capazes depassar pela barreira alvéolo-capilar e
'2i;iiﬁ:t§ria'gir' com endotélio pulmonar expressando antigenos HLA correspondentes,

de o neutrofilo reconhece a fragao Fc do anticorpo pelo receptor Fcylla, ativando

eus mecanismos de degranulagéo e formagao de NETSs, responsaveis pela lesao

" lediduall0 primeiro estudo in vivo de TRALI em modelo murino foi utilizando

i ‘camundongos Balb/c infundidos com H2Kd um anticorpo para MHC de classe |

murino capaz de desenvolver lesdo pulmonar. No estudo, os camundongos que
foram infundidos com vimblastina, para deplegdo de neutréfilos, ou nao
expressavam FcyR nédo desenvolveram TRALI, implicando uma importante relagéo
dos neutréfilos e do FcyR no desenvolvimento da TRALI mediada por anticorpo para
HLA de classe |.(LOONEY et al, 2006). Apés 3 anos, os pesquisadores que
coordenaram esse estudo ndo conseguiram replicar os resultados encontrados
utilizando 0 mesmo método de infusdo de H2Kd A lesdo pulmonar s6 foi provocada
quando o camundongo era primeiramente infundido com LPS e posteriormente com
H2Kd Os pesquisadores relataram que a diferenca entre os métodos e resultados
dos dois estudos foi devido & utilizagdo de camundongos Balb/c de biotérios
diferentes. Os camundongos utilizados no primeiro estudo ndo eram provenientes
de um biotério estéril, enquanto no segundo estudo eram. Essa diferenga foi
relacionada ao numero de neutréfilos circulantes, onde no segundo estudo foi
necessario um estimulo inflamatorio prévio com LPS para aumentar os neutrofilos
circulantes e provocar lesao pulmonar apés a infusdo de H2Ktos camundongos de
biotério estéril (LOONEY et al, 2009). Posteriormente, esse modelo de leséo
pulmonar com H2Kd foi utilizado por outros grupos que estudaram a relagéo dos
neutréfilos com o endotélio na TRALI. Utilizando inibidores de P-selectina e E-
selectina, a lesdo pulmonar ndo ocorria apenas quando a E-selectina era inibida,
evidenciando uma importante relagéo dos neutrdfilos e endotélio pela interagéao com
a E-selectina na migracdo para o compartimento pulmonar. (HIDALGO et al, 2009).
Outro grupo estudando a relagdo dos neutrofilos e plaguetas na prevengao da lesao
pulmonar provocada pela infusdo de LPS e H2Kd descobriram que a TRALI
provocada por anticorpo para HLA de classe | € complemento dependente utilizando
camundongos deficientes na fracdo C5 do complemento. Estes camundongos néao

desenvolvem TRALI apos a infusdo de LPS e H2Kd Os autores desse mesmo
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estudo »ém descobriram que a deplegdo de mondcitos e macréfagos pelo

roflos e a fragdo Fab para a ativagdo de macréfagos e mondcitos que
IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, promovendo recrutamento e sequestro de

na microcirculagdo pulmonar. Os anticorpos HLA classe | se ligam as

cidas por neutréfilos pelos receptores Fceylla que consequentemente

m a ativagédo de suas acgdes efetoras.

Nos estudos de TRALI notou-se que os linfocitos exercem atividade protetora
1a lesdo pulmonar, limitando o processo inflamatério. No estudo em modelo murino
' TRALI dirigido por Kapur et al. (2017), para determinar qual o tipo de linfécito
exerce atividade protetora na TRALI mediada por anticorpo para HLA de classe |, foi
zada uma primeira injecéo para a deplecao in vivo de células T CD4+ ef/ou CD8+
linfocitos B utilizando anticorpos direcionados para estes tipos celulares em
hundongos BALB/c que foram divididos de acordo com os componentes da
nje¢cdo que receberam. Apés a deplegdo dos respectivos tipos celulares, foi
realizada uma segunda inje¢édo contendo o anticorpo para MHC de classe | (34-1-2s)
'.‘i'ndutor de TRALI Apoés 90 minutos da infusdo do anticorpo 34-1-2s, apenas o0s
camundongos com deplegdo de células T CD4 ' demonstraram um aumento
significativo nas razoes de peso/didmetro, indicativo de edema pulmonar. Para
'determinar qual subtipo de células T CD4 * eram responsaveis pela agdo protetora
na TRALLI, os linfécitos T reguladores (Tregs) foram depletados in vivo pela injegéo
do anticorpo anti-CD25. Os pulmées foram colhidos para observagdo macroscopica,
determinacdo das relagbes de peso/didmetro, analise histoldgica e atividade da
mieloperoxidase(MPO). A deplecdo de Treg permitiu que o anticorpo indutor de
TRALI (34-1-2s) provocasse lesdo pulmonar aguda.A deficiéncia de células T
reguladoras (CD4 + CD25 + FoxP3) tem sido sugerida como fator predisponente da
TRALI, em modelo murino de TRALI mediada por anticorpos, devido sua correlagéo
com os niveis plasmaticos baixos de IL-10 (REBETZ; SEMPLE; KAPUR, 2018).
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s-r__model‘os fisiopatogénicos do segundo insulto da TRALI
orpo para HLA de classe I

le classe Il sdo codificados por pares de genes designados por
e HLA-DQ, dando origem as cadeias o ou B da respectiva

elé ulas de HLA de classe Il diferem das moléculas de HLA de classe |
arem peptideos antigénicos exdégenos para linfécitos T CD4+,

- Fonte: adaptado de (MONOS; WINCHESTER, 2019).

A crescente relevancia dos anticorpos HLA de classe Il nos casos de TRALI
= néo era esperada, pois os antigenos HLA de classe Il ndo sédo expressos nos
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so. Entretanto, assim como 0S neutrofilos, os mondcitos se
sculatura pulmonar e ha evidéncias de que os mediadores
o IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 sé&o liberados dos mondcitos apds a
po para HLA de classe Il. Essas citocinas aumentam a
ial e medeia a ativagdo dos neutrofilos no leito do capilar

01.7). Em modelo experimental, os mondcitos podem apenas

plicados nos casos de TRALI (MUSCHTER, 2017). O primeiro
- a associagéo de anti-HLA de classe |l a TRALI foi realizado por
2003). Varios relatos de casos foram publicados posteriormente,
o anti-HLA DR se mostrou estar relacionado a varios casos de
iente varios relatérios de hemovigilancia publicados indicam que os
ara HLA de classe |l estdo presentes em 50% de todos os casos de
ndo assim, representam os anticorpos mais frequentemente implicados
TRALI (SACHS et al., 2010).

dos dos modelos fisiopatogénicos do segundo insulto da TRALI

onados a casos de pior prognostico de TRALI devido a sua capacidade de

duzir a producéo de espécies reativas de oxigénio, degranulagéo, NETs e
YLEHS
vocar agregacao de neutréfilos no leito capilar. Os mecanismos de sinalizagao e
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que resultam na ativagao do neutréfilo pela interacéo dos
enos neutrofilicos ainda séo desconhecidos (BUX, 2010;

igﬁd dos antigenos neutrofilicos humano 1, 2 e 3 na
atréfilo: Representacdo dos antigenos HNA-1, presente no
2, presente na proteina CD177, HNA-3, presente na proteina

do neutrofilo.

FeyRillb CD177 CTL2
HNA-1 HNA-2 HNA-3

i'\lA-‘I, codificado pelo gene FCGR3B no cromossomo 1¢23-24, € uma
e 29-33 kDa com alto grau de glicosilagdo (FLESCH; REIL, 2018).
"O'fi-'no receptor Feylllb, um receptor de 50 kDa — 80 kDa ancorado a
fde neutréfilos por glicofosfatidilinositol como mostra a figura 4, este
Y possui uma baixa afinidade por moléculas de IgG, estando implicado na
de imunocomplexos circulantes e fagocitose de patdégenos opsonizados.
ariagdes antigénicas sao resultado de SNP (single nucleotide polymorphism -
smo de Unico nucleotideo) no exon 3, que formam os alelos HNA-1a, HNA-
N_A.-'Ic ou HNA-1d. Os SNP de cada variante alélica esta demonstrado no
ro_1. Asfrequéncias alélicas séo caracteristicas dentro de grupos étnicos. O
ar(_l'-idescoberto HNA-1d n&o foi investigado quanto a suafrequéncia alélica até o
mento (DANIELS, 2011). Cerca de 58% dos caucasianos e até 91% dos
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‘Nucleotideo |  Proteina

121G
147C
FCGR3B 3 227A
266C
277G
349G
141C
147T
FCGR3B 3 227G
266A/C
277A
349A
141C
147T
FCGR3B 3 227G
266A
277A
349A
141C
47T
FCGR3B 3 29763
266C
217A
349A

Receptor Feylllb

nte: modificado de (CHU et al., 2013; VELDHUISENet al., 2014). |

O HNA-2 é uma glicoproteina de 56-64 kDa com 3 sitios de glicosilagéo
FLESCH; REIL, 2018). Codificado pelo exon 11 no cromossomo 19q13.31. O HNA-
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somo demostrado na figura 4. O gene e exon do HNA-2 se
para consulta. A frequéncia antigénica encontrada foi entre

caucasianos, asiaticos e africanos. O CD177 participa na

0. Os anticorpos contra HNA-2 estédo envolvidos em casos de
ALl (DANIELS, 2011). Na maioria dos individuos, o grau de

| Gene Exon  Nucleotideo Proteina
HNA-2 11 - co177

) HNA-3 esta presente na proteina transportadora de colina-like 2 (CTL2). O
uma glicoproteina de 68-72kDa com 10 dominios transmembrana e 5 algas
ulares como mostra a figura 4, sendo codificada pelo gene SLC44A2
do no cromossomo 19p13.1. O CTL2 possui duas isorformas (CTL2-P1 e
2) que diferem na sequencia do exon 1, grau de glicosilagéo, distribuigéo
lual e atividade de transporte de colina detectavel. O CTL2-P1 é a isoforma que
0 apresenta atividade transportadora de colina detectavel e ampla expressao nos
eutrofilos, monocitos e plaquetas. O CTL2-P2 ¢ a isoforma que apresenta atividade
nsportadora de colina detectivel e ampla expressdo no endotélio do capilar

monar. Anticorpos para HNA-3 foram descritos no inicio de 1964, mas apenas
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oi localizado a CTL2 (FLESCH; REIL, 2018). O sistema
NA‘-3 (3a e 3b) é localizado na primeira alca extracelular da
variantes alélicas de HNA-3a e HNA-3b sao determinadas pelo
: _u§iéotideo unico G461A no gene SLC44A2. A substituiao por
guanin ""enina na posicdo 461 da sequencia nucleotidica, codifica,
ivamente, um residuo de arginina ou glutamina na posigéo 154 da estrutura
\inoacidos, correspondendo a fragao antigénica HNA-3a e HNA-3b da
respectivamente. Os SNP das variantes alélicas do HNA-3 estao
o quadro 3. O HNA-3a é um antigeno de alta frequéncia, sendo seu
j‘:ftivo raro em todas as etnias. Foi encontrada uma frequéncia
95% para HNA-3a entre doadores de sangue brasileiros (MORITZ et

\nticorpos anti-granulécitos tém sido detectados no soro de pacientes

-Variantes alélicas, gene, exon e sequencia nucleotidica dos
0s HNA-3.

Bl b Ge_ne Exon Nucleotideo Proteina
SLC44A2 7 461G
SLC44A2 7 461A (64 .

onar é importante na regulagéo da permeabilidade endotelial paracelular. A via
elular corresponde ao espaco intercelular do endotélio, cuja fungéo primaria é
ngir o transito de macromoléculas em uma faixa de 3 nm, permitindo a difuséo
de moléculas com diametro inferior a 3 nm. No entanto, as juncdes de adesdo sédo
estruturas dinamicas, respondendo a substancias e regulando a permeabilidade
vascular. As jungdes de adeséo sdo compostas por caderina endotelial vascular
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ycia homotipicamente a VE-caderina da célula adjacente. O dominio
ja VE-caderina liga-se a p120-catenina (p120), enquanto o dominio
e :és B-cateninas e a-cateninas, que, por sua vez, ligam- se ao
e‘;?écti_na. A ligagdo da p120 as caderinas é o fator mais importante da
,}c:':"qnal, pois regula as interagbes das caderinas com quinases,
) GTPases, que, por sua vez, controlam o estado de fosforilagédo e a
as jungbes das caderinas entre si. Estudos mostraram que a
é VE-caderina leva ao desacoplamento da p120 a cauda
e, consequentemente, a ruptura das jungoes célula-célula, levando
permeabilidade endotelial paracelular. Interagbes dinamicas entre as
_citoesqueleto de actina séo cruciais na regulagéo da permeabilidade
""nquanto as bandas corticais de actina estabilizam as jungbes, a
o da actina em fibras de tensdo contrateis perturba as juncoes
\BROUCKE et al., 2008).

| demostrado na figura 7 que apenas 0s anticorpos anti-HNA-3a induziram
ormagcao de filamentos de tenséo de actina, comparaveis com a estrutura
nto de actina obtida com a estimulagéo do controle positivo de trombina. A
rcacdo da VE-caderina mostrou afrouxamento da VE-caderina apos o
0 com anti-HNA-3a em comparagéo ao controle positivo com trombina,
to o anticorpo anti-HNA-3b nao provocou alteragdes nas jungées endoteliais
ostra a figura9 (MUSCHTER, 2017).

‘?@_S“ neutréfilos apenas expressam a isoforma P1 da CTL2, enquanto as
doteliais expressam ambas as isorformas, P1 e P2, implicando em um
mero de sitios de ligagdo em comparagdo ao neutrofilo. Em um estudo de
0 murino in vivo neutropénico, o tratamento com anti-HNA-3a induziu
ucéo significativa de espécies reativas de oxigénio (ROS) oriundas das células
eliais, evidenciando que os neutréfilos sao apenas um fator agravante por nao
‘as células efetoras da lesdo pulmonar, pois ndo sdo a principal fonte de
Os na TRALI (FUNG; TUNG, 2018). Foi descoberto recentemente que os
U’ﬁ_fﬁfilos interagem com o fator de Von Willebrand via CTL-2, que permite que o
1po induza a transducdo de sinal via CD11b/CD18. Este mecanismo pode
avar o dano endotelial mediada por anticorpo anti-HNA-3a (REBETZ; SEMPLE;
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Figura 9 ~ Coloragéo imunocitoquimica da Actina e VE-Caderina em células
endoteliais tratadas com anti-HNA-3a, anti-HNA-3b e trombina: As figuras em
vermelho mostram a actina corada por imunocitoquimica, onde se pode visualizar a
formég;ao de filamentos de tensdo nas células tratadas com o controle positivo de
tro.m'b'ina e anti-HNA-3a, as células tratadas com anti-HNA-3b né&o formaram
filamentos de tensdo. As figuras em verde mostram a VE-caderina corada por
imunocitoquimica, onde se pode visualizar o afrouxamento das jungbes de adeséo
endotelial nas células tratadas com o controle positivo de trombina e anti-HNA-3a,

as células tratadas com anti-HNA-3b nao demonstraram afrouxamento nas jungées

de adesao.

-3a Trombina

Actina

VE-Caderina

Fonte: adaptado de (MUSCHTER, 2017).

4.11Estudos dos modelos fisiopatogénicos do segundo insulto na TRALI néo
mediada por anticorpo.

A maioria dos casos de TRALI apresenta um mecanismo imunol6gico
mediado por anticorpos para antigenos HLA ou HNA, no entanto em alguns casos,
cerca de 20% a 50%, nenhum anticorpo é identificado, o que levou a investigacao
de um mecanismo alternativo para a TRALI. (MASLANKA et al., 2011). Estudos
mostraram que o segundo insulto pode ser provocado por substancias ditas como
modificadores de resposta biolégica, dentre elas foram descritas microparticulas de

membrana de hemacias e plaquetas, lipidios pré-inflamatérios e ligante de CD40
(CD40L) (PETERS et al., 2015).
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;é_n”amento do concentrado de hemacias podem ocorrer varios
onados ao tempo de armazenamento, incluindo diminuigao
nosina 5'-trifosfato (ATP) e 2.3-difosfoglicerato (2,3-DPG). A

o calcio citosolico, deplegdo de ATP e, consequentemente,
ocessos dependentes de energia metabolica como a bomba de
. que garantem assimetria lipidica da membrana, provocando,

a continua perda de potassio e diminui¢ao da atividade enzimatica.

este processo é dependente de ATP e promove a orientagao da carga
egativa dos fosfolipides de membrana para o interior da célula. A Flopase,
ma ATP-dependente responsavel pelo flip-flop, mantem a orientagéo da
na para o exterior da membrana. A scramblase € uma enzima
3 do movimento bidirecional dos fosfolipidios de membrana. A lesédo do
e resse metabolico, senescéncia e tempo de armazenamento provocam a

de ATP e potassio, diminuindo a atividade da flipase e, consequentemente,

es de armazenamento hipotonicas e alcalinas estdo associadas ao aumento

ducdo de microparticulas, mas geralmente no armazenamento de hemacias

nvolvendo o citoesqueleto e banda 3. A leucoredugéo foi reconhecida por diminuir a

dugcdo de microparticulas de heméacias em até 40-50% (SAID; ROGERS,;
DOCTOR, 2018).

As microparticulas sdo cercadas por uma bicamada lipidica que contém
Egsf_onpidios de membrana, proteinas associadas a membrana, enzimas e
quimiocinas (CXCL8). Um estudo de Maslanka e colaboradores investigou 464
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mpone

ntes (CH, PFC e CP) transfundidos em 271 pacientes notificados com

| re s6es pos-transfusional e revelaram que as microparticulas liberadas de glébulos

_\"';‘e;'[melhos armazenados sdo um fator potencial que contribui para a TRALI néo

mediada por anticorpos. De acordo com 0 modelo TRALI de dois insultos, a ativacao

excessiva de neutrofilos desempenha um papel central na patogénese da TRALI. As

microparticulas exibem atividades de adesdo endotelial e pré-coagulantes,

provocando respectivamente a adesao de leucocitos e ativagdo plaquetéaria
(MASLANKA et al., 2017).

Quadro 4 - Eventos acumulativos relacionados ao tempo de armazenamento

do concentrado de hemacias.

']‘ K extracelular

1\ Agregacao
eritrocitaria

/I‘ Apoptose

\j, Atividade da
bomba de Na+/K+

O)e{mdaf;éo de lipidios
e proteinas da

membrana

1\ Geragéo de
produtos finais de
glicagéao

avancgada

{LGlutationa

\l/ Expresséo de

/]\ Fragilidade ']\Lisofosfatidilcolina CD47 na
osmotica na superficie da superficie dos
; ' membrana eritrocitos
J,-NADH/NADPH 1\ Fragilidade /]\ Lisofosfatidilserina
mecanica na superficie da ’[‘Adeséo vascular
membrana
;’)[(Hb/heme/Fe2+ ']\Microvesicula(;éo /]\ Ativagao de ’[‘ Alteragédo no
" livres de membrana neutréfilos e metabolismo de
producédo de EROs oxido nitrico

Fonte: Adaptado de (NEAL et al., 2013).

As lisofosfatidilcolinas (Liso-PCs) séo lipideos que se acumulam nos

concentrados de hemacias e plaquetas ao longo do tempo de armazenamento e

provocam leséo pulmonar aguda pelos efeitos de citotoxicidade nos estudos in vivo

e in vitro de modelos experimentais de ativacdo de neutréfilos e lesdo endotelial
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plado as proteinas Gje Gg11, provoca a liberagéo da

e com canais idnicos de Ca®' provocando sua abertura e,

0S de quimiotaxia e degranulagao (KHAN et al., 2010). Um

LI ndo mediada por anticorpos, lipidios como as liso-PCs

6ndigéo clinica) e co-cultivadas com neutréfilos e liso-PCs (segundo
nado a transfusao) (REBETZ; SEMPLE; KAPUR, 2018).

as pro-inflamatérias na circulagdo do paciente devido a capacidade desse
eno de se ligar as classes CXC e CC de citocinas, como a [L-B{CXCLE),
dindo que estas se liguem aos seus receptores e desencadeiem a resposta pro-
flamatoria. Sendo assim, doadores com o fenétipo Duffy negativo (Fya-b-) também

) _Gcariam o aumento da citocina IL-8, predispondo o paciente a TRALI. (PETERS
al., 2015).

O CD40L é uma proteina transmembrana de Unica passagem pertencente a
amilia do fator de necrose tumoral (TNF). O gene do CD40L (CD40LG) localizado
0 cromossomo Xq26.3, possui 5 exons que codificam a sequencia de 261
‘amino4cidos (aa) da proteina, sendo 22 aa com dominio citoplasmatico, 24 aa com
dominio transmembrana e 215 aa com dominio extracelular. O CD40L é
~ constitutivamente expresso por células apresentadoras de antigeno, celulas
endoteliais e plaquetas, sendo sua interagdo com seu classico receptor CD40
‘essencial no funcionamento da imunidade inata e adaptativa. O CD40L pode ser

encontrado na sua forma ligada & membrana ou a proteina pode ser clivada pela
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na metionina da posigéo 113 da sequencia primaria de aa,
io extracelular que corresponde ao CD40L na sua forma
'(sCDAOL), Ambas as formas, ligada & membrana € soltvel no
uem az 'éstru'tura heterotrimérica conservada, sendo esta essencial para
r 'fit'or e a consequente transdugédo de sinal (VANICHAKARN et al.,

metaloprote

'r’a" 10 - Efeitos da interacéo do sCD40L com CD40 em células endoteliais e
 neutréfilos: A ligagao do sCD40L ao CDA40 resulta na produgao de moléculas de
adesdo e espécies reativas de oxigénio respectivamente no endotélio e neutrofilo.

sCD40L

Neutrofilo

e
g

Célula endotelial

Expresséo de E-selectina, Produgéio de espécies
VCAM, ICAM e liberagéo reativas de oxigénio
de |L-8

Fonte: Adaptado de (LIEVENS et al., 2009).

Além de se ligar ao seu classico receptor CD40, o sCD40L também se liga as
integrinas a2b3,a5p1 e a2MB2 (MAC-1), induzindo diferentes respostas biologicas
frente a estimulacdo. Os efeitosda interagao do sCD40L com o CD40 em
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sumula no armazenamento de hemocomponentes e

car a aderéncia e ativagéo de neutrofilos na

rocirculagdo pulmonar humana foram ativadas com LPS
] ado a condicdo clinica) e co-cultivadas com neutréfilos e
vento relacionado a transfuséo) (REBETZ; SEMPLE; KAPUR,
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essdo de moléculas de adeséo endotelial (E-selectina e ICAM-1). Os neutrdfilos

a0 sequestrados na circulagdo pulmonar e quando receberem o estimulo
inflamatério (segundo insulto) proveniente da transfuséo, eles ativam suas fungoes
~ efetoras (EROs, NETs e degranulagdo) ,ocasionando leséo endotelial que,
~ consequentemente, aumenta a permeabilidade vascular aos fluidos plasmaticos e

) provoca o edema pulmonar(SHAZ, 2012).

Apesar de diversas pesquisas em modelo animal e relato de casos terem
identificado os fatores predisponentes do primeiro insulto e os fatores causais do
segundo insulto, os mecanismos moleculares de transdugéo de sinal, relacionados
a fisiopatogénia da TRALI, ainda nédo estdo elucidados (TUNG, 2019). Ainda assim
muitos dados de diferentes pesquisas se mostram conflitantes, evidenciando uma
necessidade de estudos para melhor definir seus processos fisiopatogénicos
(PETERS et al., 2015).

TN
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