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Resumo

Introducdo: A fibrose pulmonar idiopatica (FPI) € uma doenca croénica,
progressiva e fibrosante do tecido intersticial pulmonar. A populacdo idosa é
principal acometida por esta doenca, com um prognostico de sobrevida média de
3 a 5 anos apos o diagnostico. Os medicamentos disponiveis atuam reduzindo a
progressdo da doenca, porém os pacientes vao a 6bito devido a perda da fungéo
pulmonar e a insuficiéncia respiratéria. Atualmente, nenhum tratamento
disponivel é eficaz para reverter as alteracdes funcionais causadas pela FPI e o
transplante pulmonar acaba sendo o tratamento definitivo, sendo necessarios
estudos com novas moléculas com potencial terapéutico. A frutose 1,6-bisfosfato
(FBP) € um intermediario glicolitico de alto potencial energético que demonstrou
ter efeitos terapéuticos em varias patologias. Objetivo: O estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da FBP em fibroblastos pulmonares de pacientes com e

sem o diagnéstico de FPI.

Palavras-chave: Fibroblastos pulmonares, fibrose pulmonar idiopatica, frutose-
1,6- bisfosfato.



Abstract

Introduction: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive, and
fibrous disease of the interstitial lung tissue. The elderly population is the main
affected by this disease with a prognosis of average survival of 3 to 5 years after
diagnosis. The available drugs work by reducing the progression of the disease,
but patients die due to loss of lung function and respiratory failure. Currently, no
available treatment is effective in reversing the functional changes caused by IPF
and lung transplantation turns out to be the definitive treatment, thus studies with
new molecules with therapeutic potential are needed. Fructose 1,6-bisphosphate
(FBP) is a glycolytic intermediate with high energy potential that has been shown
to have therapeutic effects in various pathologies. Objective: The study aimed
to evaluate the effects of FBP on pulmonary fibroblasts cells from IPF and non-

IPF patients.

Keywords: Pulmonary fibroblasts, idiopathic pulmonary fibrosis, fructose-1,6-

bisphosphate.
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1. REFERENCIAL TEORICO

A fibrose pulmonar idiopatica (FPI) € uma doenca pulmonar intersticial
gue se caracteriza por ser uma doenga pulmonar cronica, progressiva e
fibrosante do tecido pulmonar que geralmente afeta os idosos (1-4). De acordo
com a American Thoracic Society (ATS) e a European Respiratory Society
(ERS), a FPI foi definida como “uma forma especifica de pneumonia intersticial
fibrosante cronica de origem desconhecida, limitada ao pulméo e associada ao
padréo histologico de Pneumonia Intersticial Usual” (5).

O seu progndstico é pouco positivo, com uma sobrevida média de 3 a
5 anos apo6s o diagnodstico (6), e sua taxa de sobrevida € pior do que o cancer
de pancreas e pulmao (2). A FPI afeta drasticamente a qualidade de vida do
individuo, apresenta uma incidéncia de aproximadamente 10 a cada 100.000
habitantes ao ano mundialmente, sua prevaléncia é maior em pacientes do
sexo masculino a partir de 65 anos e seu surgimento € raro abaixo dos 45
anos. O tratamento mais eficaz existente €& o transplante pulmonar.
Tratamentos medicamentosos sO0 diminuem a progressdo da doenca, e
somente dois desempenham este papel: pirfenidona e nintedanib. Os pacientes
acabam morrendo devido a perda da funcdo pulmonar e insuficiéncia

respiratdria caso nao forem submetidos ao transplante pulmonar(7).

1.1 Fisiopatologia

A fisiopatologia da doenca caracteriza-se por um desequilibrio
fibroproliferativo envolvendo a deposi¢céao excessiva de colageno e elementos da
matriz extracelular (MEC) no parénquima pulmonar como consequéncia da
proliferacdo e ativacdo de fibroblastos para miofibroblastos (1,2,6,8) (Fig.1).
Uma importante etapa na formacéo da MEC em desequilibrio € a construgéo de
uma matriz de fibronectina fibrilar, que conduz a ligacao de colagenos e outras
proteinas da MEC (9).
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Figura 1. Deposicdo excessiva de colageno e elementos da matriz extracelular no

parénquima pulmonar decorrente da FPI.
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Fonte: Adaptado de Martinez et. al. 2017.

Os fibroblastos sdo vastamente distribuidos em todas as estruturas
pulmonares e desempenham uma grande funcao na homeostase da MEC, e por
esta razao sao considerados alvos-chave na patogénese da FPI. Os fibroblastos
modulam a renovacdo da MEC através da expressdo de metaloproteinases da
matriz (MMPs) (10), um importante grupo de enzimas proteoliticas zinco-
dependentes responsaveis pela degradacdo de matriz extracelular e membranas
basais. Diferem entre si estruturalmente e em sua habilidade em degradar um
grupo particular de proteinas da matriz extracelular.

As MMPs dos tipos 2 (MMP-2) e 9 (MMP-9), apresentam a capacidade de
degradar o colageno IV que compde a lamina basal, sendo por isso
provavelmente relevantes na aquisicdo do fenotipo invasivo das neoplasias
malignas, por exemplo. Em contrapartida, a expresséo dos inibidores teciduais
das MMPs, os (TIMPs) é observada durante a remodelacédo tecidual fisiologica,
contribuindo para a manutencdo do equilibrio metabdlico e estrutural da MEC.
Alteracbes na homeostasia entre as MMPs e os TIMPs tém sido identificadas em
doencas associadas a producdo descontrolada da MEC, como artrite, cancer,
doencas cardiovasculares (DCVs), nefrites, desordens neuroldgicas e fibroses
(11). A fibrose € induzida pela ativacédo, proliferacdo e migracdo dessas células

para o local da leséo e deposicéo de proteinas da MEC. Os fibroblastos possuem
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varios padrdes de diferenciacdo relacionados ao local em que estao localizados
e, apesar dos fatores que determinam sua origem tecidual permanecerem
incertos, os fibroblastos viscerais e cutaneos tém diferentes programas
transcricionais (10).

Os miofibroblastos sdo altamente contrateis e expressam actina do
musculo liso a (a-SMA) e, por esta razdo, acredita-se que desempenham um
importante papel no remodelamento da matriz extracelular devido a duas
caracteristicas: capacidade de sintetizar colageno e capacidade contratil. Os
filamento de actina desempenham a forca contratil para o fechamento de
feridas (12). O pulméo possui mais de 40 tipos celulares diferentes, mas a
maior parte da deposicdo aumentada de MEC encontrada na FPI é devido a
ativacado de miofibroblastos nos focos de fibroblastos. Atualmente, acredita-se
gue os miofibroblastos derivam de varias fontes, incluindo pericitos, fibrécitos
derivados da medula éssea, fibroblastos residentes e transicdo mesenquimal
de células endoteliais e epiteliais (10,13).

A fibrose progressiva ocorre no intersticio pulmonar e envolve o espaco
intersticial alveolar existente entre o endotélio vascular e o epitélio alveolar. O
intersticio do pulméo se assemelha a uma rede que se estende pelos pulmdes e
fornece suporte aos sacos aéreos (alvéolos). Neste espaco, o gas é trocado
entre globulos vermelhos circulando nos pequenos vasos sanguineos e no ar
alveolar. Quando esse espaco € alterado por células inflamatérias ou deposicao
de colageno, as trocas gasosas sdo prejudicadas e 0s espacos intersticiais
funcionais séo reduzidos (bronquiectasia) (14). Coletivamente, as doencgas que
afetam esse espaco sdo chamadas de doencas intersticiais pulmonares (DIPS)
e foram inicialmente descritas por Hamman e Rich na década de 1940 (Fig.2)
(15).
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Figura 2: Fibropatogénese da Fibrose Pulmonar Idiopatica.
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Fonte: Adaptado de Chambour, Geiser 2015.

As causas da fibrogénese descontrolada, que € caracteristica da
doenca, ainda sédo desconhecidas, sendo de dificil prevencéo pois 0s pacientes
sdo diagnosticados em estégio tardio da doenca (1). Entretanto, os seguintes
eventos sobre a patogénese da FPI sdo aceitos: leséo epitelial broncoalveolar
constante por varios agentes que ativam as células epiteliais a secretar
inimeros mediadores quimicos e citocinas, como fator de crescimento
transformador (TGF-B1) (16). Essas moléculas induzem a migracao, proliferacdo
e ativacédo dos fibroblastos e diferenciacdo em miofibroblastos, seguidas da
destruicdo do parénquima pulmonar com excesso de matriz extracelular fibrilar
(16). Esses processos sdao chamados coletivamente de "remodelamento
anormal do tecido pulmonar”, resultando em FPI e a perda da funcéo de trocas
gasosas (16). Acredita-se que a FPI inicie na base e na periferia dos pulmdoes,
com acentuacoes subpleurais, aparéncia grosseira e saliente, progredindo
gradualmente para todo o tecido pulmonar. Este padrdao foi denominado de

faveolamento (17).
1.2 Epidemiologia

Nos ultimos anos, a FPI apresentou um aumento em sua incidéncia
mundial. A América do Norte e Europa (3 a 9 novos casos a cada 100.000
habitantes ao ano) mostraram maior prevaléncia do que Ameérica do Sul e Leste
da Asia (1 a 3 novos casos a cada 100.000 habitantes ao ano). Nos Estados
Unidos, foi descrito que a prevaléncia de FPI varia entre 10 a 60 novos
€as0s/100.000 habitantes ao ano, entretanto um estudo de 2011 mostrou que a

prevaléncia foi de 494 casos/100.000 habitantes ao ano entre adultos com mais
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de 65 anos. O aumento de internacdes e Obitos por FPI também sugere o
aumento da incidéncia da doenca (18-20). No Brasil, um estudo em 2010
registrou que a incidéncia de FPI foi de 4,48 casos/1.000.000, enquanto a
mortalidade foi de 12,11 6bitos /1.000.000.(21).

Estes estudos epidemiolégicos mostraram que um dos principais fatores de
risco para o diagnostico da FPI €, de fato, a idade (6). Tem sido colocada uma
suposicao de que a FPI € uma consequéncia do envelhecimento acelerado dos
pulmdes, ou que os mecanismos se desenvolvem mais facilmente apdés uma
certa idade em individuos geneticamente predispostos. Foi sugerido que
diversos fatores exdégenos, considerados de risco para FPIl, como exposicao
ambiental, ocupacional, tabagismo, infeccao viral crénica e certas comorbidades
atacam o epitélio alveolar, gerando o processo fibrético. A exposicdo a
substancias inaladas aumento o risco de desenvolvimento de FPI, em especial
o tabagismo, mas também ha relatos de associacdo de risco para FPIl a
exposicdo ao po de metal (latdo, chumbo e aco), pé de madeira (pinheiro),
agricultura, cosmetologia, alvenaria e exposi¢cao a poeiras de plantas e pelos de
animais (22). No entanto, a etiologia desses fatores no desenvolvimento da FPI
ainda é desconhecida (11,17).

Diferentes comorbidades podem afetar o desenvolvimento da FPI. Os
pacientes que apresentam varias comorbidades demonstram pior sobrevida do
gue os outros pacientes com FPI. Hipertensdo pulmonar, apneia obstrutiva do
sono, cancer de pulméo, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), doenca
arterial coronariana e doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) foram as
comorbidades mais prevalentes na FPIl. Além destas comorbidades, os
pacientes com FPI apresentam um risco maior em desenvolver doenca vascular,
diabetes e hipertenséo (25-27).

Uma caracteristica da FPI é o declinio constante da funcao pulmonar ao
longo da progressdo da doenca. Porém, alguns pacientes podem apresentar
piora da fungédo pulmonar mais precocemente, com deteriorizagbes agudas do
estado respiratério. As deteriorizacdes agudas sdo de etiologia desconhecida e
foram descritas como exacerbacdes agudas da FPI. As exacerbacbes agudas

sdo deteriorizagdes agudas clinicamente significativas de causas néo
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identificaveis em pacientes com FPI subjacente e que apresentam piora na
capacidade pulmonar (28).

As exacerbacdes agudas representam um aspecto relevante na
progresséo clinica da FPI (2). Estes acontecimentos sdo caracterizados por um
aumento na falta de ar durante um periodo de 30 dias ou menos e uma
tomografia computadorizada de alta resolucdo (TCAR) mostra uma infiltracéo
dos pulmdes sem causa identificavel. A frequéncia destas exarcebacdes
geralmente é de 5 a 15% ao ano e estdo associadas a alta mortalidade. Apos
uma exacerbacao aguda da FPI, aproximadamente 50% dos pacientes vao a
Obito entre trés a quatro meses apos exarcebacéo aguda e aproximadamente 80
a 90% em 12 meses (25,26).

Embora a causa da FPI ainda nao esteja totalmente estabelecida e
entendida, por ser uma doenca multifatorial (1), resultados de pesquisas de 2013
foram associados a FPI pois mostraram que em casos de fibrose pulmonar
familiar e esporadica, houve evidéncia de mutacdes dos genes para proteinas
surfactantes A e C, mutagcbes no complexo telomerase e polimorfismo de
nucleotideo Unico no promotor MUC5B (1,2).

1.3 Diagndéstico

A FPI é uma das formas mais comuns de DIP cujo curso progressivo
cronico é inconclusivo, ndo possui opcles de tratamento eficazes, além do
transplante pulmonar. A FPI foi um termo confuso com iniUmeras definicdes ao
longo dos anos. Isso levou a variabilidade na literatura sobre as categorias
especificas de doencas pulmonares. Alguns, grupos de especialistas
internacionais padronizaram o0s protocolos de diagndstico, classificacdo e
tratamento (1).

Geralmente os pacientes demoram para receber o diagnostico de FPI,
pois os sintomas costumam ser parecidos e facilmente confundidos com os de
doencas mais comuns, como DPOC, DRGE, e outras doencas ja citadas
anteriormente. Pacientes com suspeita de DIP devem ser encaminhados
imediatamente a um pneumologista com experiéncia no diagnéstico de DIP, e é
de grande importancia que o especialista considere a FPI como um diagnostico

em potencial, principalmente em pacientes idosos e que apresentem dispinéia
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cronina inexplicavel e/ou tosse persistente, crepitacbes inspiratorias,
bagueteamento digital, e uso de medicamentos clinicamente significantes.
Nestes casos, a TCAR do torax deve ser realizada para avaliar se a DIP esta
presente, pois permite uma melhor definicho dos padrées morfolégicos
pulmonares obtidos nas imagens, além da observacdo de presenca ou nao de
padrdo de pneumonia intersticial usual (PIU), que € observado tanto no exame
histopatoldgico, quanto no radiolégico, seguindo as recomendacfes da ATS,
juntamente com a ERS, Japanese Respiratory Society (JRS) e Latin American
Thoracic Society (LATS), para posteriormente ser dado o diagnéstico de FPI (31—
33).

Na avaliacao radiolégica, uma das principais caracteristicas do padréao
PIU observadas através da TCAR é padrao reticular e o faveolamento. O
faveolamento representa o estagio final do processo fibrético com a destruicao
de espacos aéreos distais e possui esse home por se assemelhar a favos de
mel. O faveolamento acomete principalmente as regides pulmonares subpleurais
e os lobos pulmonares inferiores. O processo de estabelecimento da FPI, tanto
patologicamente quanto radiologicamente, € mais intenso na periferia pulmonar,

mesmo estando na fase inicial ou final da doenca (Fig.3) (17).

Figura 3: Imagem axial de TCAR de um paciente do sexo masculino de 79 anos

com FPI.

Fonte: Silva et al. 2005.
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Fazer um diagnostico de FPI requer conhecimento especializado para
excluir outras condicdes com uma apresentacdo clinica e radiologica
semelhante, como pneumonite de hipersensibilidade crénica ou DIPs
relacionadas a doengas autoimunes. A forma mais eficaz de diagndstico € uma
discussao com uma equipe multidisciplinar, envolvendo um pneumologista,
radiologista, reumatologista e um patologista para permitir um diagnéstico mais
preciso, discutindo os dados clinicos, radiologicos e histologicos do paciente. Por
estes motivos, a equipe multidisciplinar tornou-se o novo padréo-ouro para
diagnosticar e tratar a FPI (31,32).

O diagndstico de FPI é determinado por um pneumologista, em conjunto
com a equipe multidisciplinar, de acordo com as diretrizes da ATS e da ERS
associado com as caracteristicas da TCAR e/ou dados de bidpsia pulmonar

cirirgica e excluséo clinica de causas alternativas de DPI (34).

1.4 Resposta Inflamatoria na Fibrose Pulmonar Idiopéatica

A discussdo sobre o papel da inflamacdo na FPI ndo é novo.
Primeiramente, os pesquisadores sugeriram que a fibrose observada na FPI
resultava de uma super resposta inflamatéria alveolar e intersticial a uma injuria
desconhecida. A patologia pulmonar de pacientes com a doencga tem um influxo
de células inflamatorias. Além disso, existe uma expectativa de que a doenca
responda a imunossupressao (1).

Especialistas aceitam que a inflamacao é de fato um fator critico na FPI.
No entanto, especulam que o mecanismo da inflamacdo pode ser néo-
tradicional. Eles sugerem cinco hipéteses para a inflamacao: a hipotese direta
da inflamacédo, a hipdtese da matriz extracelular, a hipotese do fator de
crescimento-receptor, a hipotese da plasticidade e a hipétese vascular (1).

As respostas inflamatorias estdo associadas ao estagio inicial da FPI e
ao fator nuclear kappa B (NF-kB) que é um complexo proteico que desempenha
funcdes como um fator de transcricdo e possuindo um papel fundamental na
regulacdo de muitos genes responsaveis pela geracdo de citocinas pro-
inflamatorias e pro-fibrogénicas. Foi identificado que o Fator de necrose tumoral-

a (TNF-a) é uma potente citocina inflamatoria expressa durante a fase
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inflamatoria da cicatrizacao de feridas e foi associado com a progresséao da FPI.
O TNF-a pode acelerar a transigao epitelial para a transicdo mesenquimal e
suprarregular a expressao do TGF-B1 em fibroblastos primarios de pulmé&o de
camundongo. Estes dados sugerem que um microambiente pré-inflamatdrio rico
em TNF-a pode ter um papel importante no desenvolvimento da inflamacéo
intersticial e fibrose através da ativacédo da sinalizacdo de NF-kB (35).

Os pacientes com FPI tém varias células imunes no pulmao, incluindo
macréfagos alveolares, neutrofilos e linfocitos, os quais contribuem para a
patogénese dessa doenca. Numerosos mediadores da inflamacéo tém sido
citados na patogénese da FPI. Como citado anteriormente, Bringardner e
colaboradores (2008) propuseram cinco hipoteses possiveis para a patogénese
da FPI: (A) A hipétese da inflamacao direta: as células inflamatorias danificam
diretamente os tecidos por meio de substancias como as elastases, bem como
as citocinas e os fatores de crescimento, que expandem esse processo. (B) A
hipotese da matriz: mediadores inflamatorios liberados como resultado de uma
lesdo remota s&o aprisionados na matriz extracelular pulmonar. Isto conduz a
um mecanismo de reparacéo de feridas prolongado e amplificado que resulta no
fendtipo fibrético. (C) A hipdtese do fator de crescimento-receptor: sugere que
alguns tipos de células com receptores do fator de crescimento proliferam sem
controle nesse ambiente, resultando na ativacdo e amplificacdo da cascata
inflamatéria. Além disso, esses receptores sdo regulados positivamente na
presenca de esteréides, sugerindo a razéo pela qual a imunossupressdo nao é
bem-sucedida no tratamento da FPI. (D) A hipétese da plasticidade: sugere que
vérios tipos de células podem se diferenciar em outros tipos celulares (por
exemplo, células epiteliais a células mesenquimais, neutrofilos e mondcitos a
macrofagos), e essa diferenciacdo € resultado de interacdes complexas da
inflamacéo. Essas células ativadas fazem intermédio ao fenatipo fibrético. (E) A
hipotese vascular: sugere que alguma leséo endotelial inicial ative a cascata
inflamatoria com subsequente deposicéo de anticorpos e fibrose resultante (1,2).
O recrutamento de células inflamatérias pode ser mediado por quimiocinas
como CCL2, CCL3 e IL8. Elas facilitam a deposicdo de células inflamatérias no
tecido com liberacdo adicional de mediadores inflamatoérios tais como TGF-q,
TNF-a e outros com efeitos tdxicos diretos. Essas citocinas pro- inflamatérias

estdo ligadas a mediadores préfibréticos como o fator de
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crescimento do tecido conjuntivo (CTGF). O CTGF é considerado um mediador
secundario do TGF-B1 (36). Essas interacbes complexas e nhao muito
compreendidas casualmente resultam na ativagdo de miofibroblastos e
deposicdo de colageno. Algumas dessas sinalizagBes e interacdes ja foram
estudados, mas muitos outros ainda precisam ser mais investigados. Os dados
gue apdiam essa hipotese giram em grande parte em torno da elevacéo
consistente desses mediadores inflamatorios e células que sdo encontradas em
amostras patolégicas de bidpsia pulmonar, assim como no lavado

broncoalveolar (LBA) de pacientes com FPI (1).

1.5 Tratamento

ApGs o paciente ser diagnosticado com FPI, o monitoramento constante
deve ser feito com o especialista, pois € essencial para avaliar a progressao da
doenca. O intervalo ideal para as avaliacoes deve ser a cada 3 ou 4 meses. Os
testes de funcao pulmonar (TFP) sdo uma parte vital do monitoramento dos
pacientes, mas, as avaliacbes de acompanhamento ndo devem se limitar aos
TFP (37).

Nas ultimas décadas, foram propostos alguns tratamentos, mas nao
obtiveram aprovacédo terapéutica. Um estudo em 2005 mostrou que a
mortalidade de pacientes com FPl que fizeram uso de terapia com o
anticoagulante varfarina foi significativamente reduzida durante exacerbacdes
agudas em comparacdo aos pacientes que nao tiveram este tratamento (38).
Posteriormente, um estudo maior com varfarina demonstrou que o uso em longo
prazo deste anticoagulante causava um aumento da mortalidade dos pacientes
(39). Em 2012 um estudo demonstrou que 0s pacientes apresentavam
agravamento da doenca com o tratamento associando prednisona, azitromicina
e N-acetilcisteina, assim como o aumento da mortalidade destes pacientes (40).

Atualmente dois medicamentos sao aprovados para o tratamento da FPI
na maioria dos paises: Esilato de Nintedanibe (Ofev ®) e Pirfenidona
(Esbriet ®). Ambos os medicamentos receberam recomendacdes condicionais
para uso nas ultimas diretrizes internacionais de tratamento para FPI, indicando
gque sdo escolhas apropriadas para a maioria dos pacientes, desde que o

paciente esteja de acordo com o uso do tratamento (34).
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Estudos realizados em modelos animais de fibrose pulmonar sugerem
gue o nintedanibe e a pirfenidona inibem processos fundamentais para a
progressdo da fibrose, como a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de
fibroblastos e a deposicdo de componentes da matriz extracelular, como o
colageno tipo I. Foi demonstrado que o nintedanibe reduziu significativamente o
colageno V e fibronectina e que tanto o nintedanibe quanto a pirfenidona tiveram
grande impacto na formacéo de fibrilas de colageno nos fibroblastos, encurtaram
0 tamanho da fibra e a espessura da fibrila em comparagdo com os controles.
Os dois medicamentos apresentaram importante regulacdo na sintese de
colageno, entretanto o nintedanibe teve maior efetividade na regulacdo negativa
da expresséao génica profibrética e da secrecdo de colageno (41).

A pirfenidona mostrou propriedades anti-inflamatorias e antifibréticas,
demonstrou reduzir os niveis de TNF-a, fator de crescimento derivado de
plaquetas (FCDP) e TGF-B1, entre outros. O nintedanib apresentou ser um
inibidor intracelular da tirosina quinase, exibe efeitos antifibroticos ao atuar nos
receptores de FCDP, fator de crescimento endotelial vascular (FCEV) e fator de
crescimento de fibroblastos (FCF). Os ensaios clinicos randomizados para
nintedanib e pirfenidona mostraram uma reducao na taxa de declinio da fungéo
pulmonar com perfis de efeitos adversos aceitaveis e tolerabilidade ao
medicamento (34,42,43). Embora a Pirfenidona tenha demonstrado atividades
antifibréticas e anti-inflamatorias bem descritas, in vitro e in vivo, seus alvos
moleculares e mecanismos de acgdo ainda n&o foram esclarecidos (44). A
pirfenidona e o nintedanibe obtiveram sucesso em fornecer alivio sintomético e
sdo utilizados para reduzir a progressao da doenca (5).

Na Medicina Tradicional Chinesa (MTC), € comum se testar terapias
com formulas herbais chinesas. Ha atualmente trés principais tratamentos da
MTC que sao utilizados para amenizar os sintomas comuns da FPI, que sao
“ativar a circulagdo sanguinea e remover a estase sanguinea”, “tonificar o Qi e
ativar a circulagéo sanguinea”, e o método de “dragagem” (45). O Qi ou Chi na
MTC corresponde a energia que existe e sustenta 0s seres vivos, e esta
associado ao conceito de Yin e Yang, desequilibrios que conduzem ao
desenvolvimento de sintomas e de estados patolégicos. A MTC procura aliviar
estes desequilibrios ajustando a circulacéo do Qi no corpo com a Medicina herbal

(46). As trés terapias da MTC ja foram prescritas como complemento da FPI na
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medicina ocidental e apresentaram beneficios promissores nos sintomas clinicos
e na qualidade de vida do paciente. Contudo, ha poucas evidéncias
comparativas diretas e isso representa um desafio para determinar a total
efichcia da terapia (45). Apesar dos tratamentos farmacoldgicos existentes,
ainda nenhuma terapia atual pode alterar o progndstico da FPI, com excec¢éo do
transplante pulmonar (5).

O transplante pulmonar tornou-se uma opc¢ao viavel de tratamento para
pacientes com doencas pulmonares progressivas, como as doengas obstrutivas
cronicas (DPOC) e que nao respondem a outros tratamentos (47,48). Segundo
o registro de 2014 da International Society of Heart and Lung Transplantation
(ISHLT) foi relatado a realizacdo de 47.647 transplantes de pulméo e 3.772
transplantes combinados coragdo-pulmé&o mundialmente até junho de 2013 (49).
Um namero bem inferior em relacao ao de outros transplantes de 6rgaos solidos,
como figado, rins e coracdo. Este dado se justifica pela alta complexidade do
procedimento, com poucos centros no mundo habilitados a realiza-lo, além da
dificuldade de se encontrarem doadores com pulmdes que preencham requisitos
minimos para sua utilizacéo do 6rgao pelo receptor (48).

Para entrar na lista de espera para transplante pulmonar, as principais
indicacdes em todo o mundo sdo: DPOC, com 34%; FPI, com 24%; fibrose
cistica (FC), com 17%; deficiéncia de alfa-1-antitripsina (alfa-1), com 6%;
hipertenséo arterial pulmonar idiopatica (HAPI), com 3%; fibrose pulmonar (ndo
FPI), com 4%; bronquiectasias, com 3%; retransplante, com 2,6%; e sarcoidose,
com 2,5%. Ha outras indicacdes para transplante pulmonar como: doencas do
tecido conjuntivo, bronquiolite constritiva, linfangioleiomiomatose, hipertenséo
pulmonar secundéaria a cardiopatias congénitas, histiocitose de células de
Langherans (49).

A sobrevida pés-transplante dos pacientes melhorou gradativamente
com 0S avangos nas técnicas cirdrgicas e manejo perioperatorio. Contudo, ainda
muitas complicag6es como a disfuncéo primaria do enxerto, uma leséo alveolar
gue pode ocorrer entre as primeiras 72 horas apds o transplante e pode ser
ocasionada por consequéncia das agressdes referentes ao prérprio transplante,
gue podem comprometer a funcionalidade do 6rgdo transplantado. Outras
complicagbes tardias como disfuncao crénica do aloenxerto pulmonar, podem

surgir apos um ano ao transplante, também as infec¢des oportunistas continuam
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afetando significativamente a sobrevida dos pacientes e seus resultados em
longo prazo (47).

A ISHLT recomenda o transplante pulmonar para pacientes com doenca
pulmonar cronica de alto risco de morte dentro de dois anos, no caso da FPI (50).
Um indice da ISHLT baseado em 11.609 pacientes com FPI transplantados de
1990 a 2014 relatou que a sobrevida média pds-transplante destes pacientes foi
de 4,8 anos (51). A sobrevida dos pacientes com FPI poés-transplante foi
significativamente menor em comparacdo aos pacientes com Fibrose Cistica
(8,9 anos) transplantados, por exemplo (51,52).

Estudos demonstraram que 0 numero total de transplantes em
pacientes com FPI aumentou gradualmente, e atualmente representa a principal
categoria de doenca para a realizacéo do transplante pulmonar no mundo todo.
Devido a répida progressdo e alta mortalidade na FPIl, os pacientes séo
encaminhados a lista de transplante precocemente, com um rigoroso
acompanhamento antes e apoés listagem. Muitas evidéncias sugerem uma
melhor sobrevida em longo prazo para pacientes que realizaram o transplante
pulmonar bilateral (transplante dos dois pulmdes), mas o transplante unilateral
(transplante de apenas um pulmao) apresenta menor espera na lista pelo
transplante, e sucessivamente menor risco de morte na espera pelo transplante
bilateral. Mais estudos se fazem necessarios para melhor entendimento das
complicacdes pos-transplante (53).

1.6 Frutose 1,6-bisfosfato

Como ja se sabe que a FPI é uma doenca fibrosante, progressiva e
debilitante, que ndo possui um tratamento eficaz, mais estudos com novas
moléculas sao necessarios para descobrir e entender totalmente 0os mecanismos
de acéo da FPI, e assim encontrar um método de combater esta doenca. E para
este possivel novo tratamento, foi testada a Frutose 1,6-bisfosfato (FBP), um
intermediario glicolitico de alto potencial energético produzido pela enzima
fosfofrutoquinase (PFK), que catalisa a fosforilacdo da frutose-6-fosfato. Esse
acucar demonstrou ter efeitos terapéuticos em varias patologias que tinham
como gatilho a isquemia e lesbes toxicas. Outro mecanismo pelo qual a FBP

exerce sua atividade protetora é pela capacidade de quelar ions divalentes,
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como calcio e Fe+2, que é responsavel pela geracdo de ROS na reacao de
Fenton (54,55). Também ha evidéncias de efeitos benéficos da FBP em outros
orgdos como coracgao, cérebro, rins, figado e intestino delgado (56,57). A FBP
aumenta a captacao de potéssio, reduzindo a concentracdo de sodio intracelular
e edema celular citotoxico (58). A FBP modula a formacao de espécies reativas
de oxigénio (ROS), apresenta atividades imunomodulatorias, inibindo a ativacao
de neutrdfilos (59) e reduzindo a proliferacéo de linfocitos T (60).

Nunes e colaboradores mostraram que o uso da FBP em animais com
sepse experimental aumentou a taxa de sobrevida apos a inducéo (61). Estudos
mostram que a FBP possui acao protetora contra radicais livres (62) em modelos
in vitro com células expostas a perdxido de hidrogénio (63), impedindo a
producdo de malondialdeido, um indicador de peroxidacdo lipidica (64) e
reduzindo a formacdo de produtos de oxidacdo de proteinas (65). Em
hepatdcitos lesados com galactosamina, a FBP aumenta a relacdo glutationa
oxidada/glutationa reduzida que é um importante sistema antioxidante celular
(66).

Sobre a toxicidade da FBP, Nunes e colaboradores mostraram que a
dose letal média em ratos é de aproximadamente 1,0g/kg quando administrada
em bolus por via endovenosa e que esse efeito pode ser causado pelo aumento
de fosfato que é liberado quando a FBP € hidrolisada (67). Em outro trabalho, a
administracao de até 4,0 g/kg de FBP por via intraperitoneal em ratos neonatos
ndo teve indicio de toxicidade nem de mudancas estruturais de 6érgaos como
coracdo, figado, pulmdes e rins (68). Também foi observado que a administracéo
de FBP via intraperitoneal foi capaz de prevenir o desenvolvimento de FP
induzida por bleomicina (BLM) em camundongos, além de reduzir a perda de
funcdo pulmonar e, in vitro, reduzir a taxa de proliferacdo de fibroblastos
pulmonares pela inducéo de senescéncia celular (69).

Os estudos citados acima demonstram que a FBP possui um grande
efeito terapéutico, com diferentes propriedades protetoras em varios 6rgaos,

mas o seu potencial farmacoldgico ainda néo foi totalmente explorado.
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DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2468439

Apresentacdo do Projeto:

A Fibrose Pulmonar Idiopatica (FPI) & uma doenga intersticial pulmonar com sobrevida média de trés anos,
que limita a capacidade respiratoria dos pacientes e possui alta morbimortalidade devido a faita de opgdes
terapéuticas, A etiologia e o mecanismo fisiopatolégico da doenga sio bastante complexos e ainda
desconhec|dos, impossibilitando aRernativas de tratamento que reduzam as internagdes e a necessidade de
transplante pulmonar. Atualmente. a hipdtese mais aceita para a patogénese da doenga é a fibroproliferagdo
e 0 acumulo excessivo de matnz extracelular. Ta! evento no tecido pulmonar ccorre durante o reparo de
lesdes epitelials alveolares, com a liberaglc de mediadores com atividade pré-inflamatéria. Fortes
evidéncias demonstram c envolimento do sistema renina-angiotensina (SRA) com a Fibrose Pulmonar
(FP). Dados ainda ndo publicades do nesso laboratdrio mostraram, em pacientes com FPI, uma significativa
redugdo das concentracdes plasmiticas de Alamandina nesses pacientes, sem alteragio nas concentragdes
plasmaticas dos demais peptideos. De fato, estd bem estabelecido na literatura que o eixo ECA-Angll-AT1
promove vasoconstriglo, proliferacdo e fibrose, enquanto que o eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas Induz
intrir ite efeifes de protecio aos pulmdes, contrapondo-se as agdes geradas pelbo eixe ECA-Angll-
AT1. Acreditamos que. na FPI. ha um aumento da relagdo entre a participagdo do eixo ECA-Angll-AT1
versus o eixo ECA2-Ang-(1-7)-Mas ou o ECAZ-Ang-(1-7)-Alamandina-MrgD, contribuindo para o
desenvolvimento e o avango da inflamagdo e da fibrose. Apesar do evidente envolvimento do sistema renina
angiotensina refacionados a FPI, nenhum estudo foi
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encontrado na Interatura demonstrando a participacdo desses eixos na fisiopatologla da doenga.
Acredtamos que nos pulmbes dos pacientes com FP| ha um desequilibrio na expressdo dos peptideos que
compbem o SRA em favor do eixo fibrosante e constritor, representado pela ECA-Angll-AT 1. Outro aspecto
importante a ser pontuado & que o SRA nllo tem sido considerado clinicamente no tratamento da FPI,
Provavelmente isso se deva ao fato de que o uso dos inibidores da enzima conversora da angiotensna e
dos bloqueadores do receptor AT1, ndo trouxeram beneficios aos pacientes com FPIL. No entanto. os
avangos no conhecimento sobre © SRA e a descoberta recente de novos peplideos. alteram a interpretagao
sobre este sistema, exigindo um novo olhar sobre a participacdo desses peptideos. Nossa proposta é
inédita e de grande interesse dinico, j& que pretende nvestigar a participacdo do “novo” SRA diretamente
em lecido pulmonar transplantado de pacientes com FPI e cs possiveis efeites benéficos do tratamento com
Alamandina e/ou Frutose-1,6-bisfosfato (FBF). Nosso grupo tem demonstrado as agdes protetoras da FEBP
em uma variedade de condigdes patologicas. Um desses efeitos & a sua capacidade em diminuir 2
proliferagdo e reverter o fendtipo de miofibroblastos hepaticos através da diminuigdo da sintese de TGF-1,
da expressdo de coldgeno tipo 1 (Col-1) e aumento da expressio de PPAR- in wtro. Além disso, a FBP
possul aglio protetora contra radicais livres in vitro com células expostas a perédxido de hidrogénio,
Impedindo a produgdo de malondialdeido, um indicador de peroxidagdo lipidica, reduzindo a formagdo de
produtos de oxidacdo de proteinas. Em hepatocitos lesados com galactosamina, 8 FBP aumenta a relagio
glutationa oxidada/glutationa reduzida (BSH/GSSG) que & um Importante sistema antioxidante celular e
utilizado para avaliar o estado oxidativo celular, Em conjunto, esses achados nos levam a acreditar que o
tratamento com FBP pode ser uma alternativa como tratamento complementar na FPI, assim como a
Alamandina constitui um peptidec com agdes fisioldgicas protetoras, muito convidativas do ponto de vista da
fibrose. E nosso objetivo contribuir para elucidar os possiveis mecanismos envolvidos nesta patologia ainda
sem cura e sem fratamento resoclutivo. Se ficar demonstrado uma reducdo no tecido pulmonar do eixo
Alamandina na FP|, assim como observamos anteriormente no plasma de pacentes com FPI, e ainda um
aumento dos efeitos infamatdrios e fibrosantes sera razodvel acreditar que mais importante do que bloquear
o eixo ECA-Angll-AT1, poderd ser estimular o eixo ECAZ2-Ang-(1-7)-Alamandina-MrgD, Além disso,
pretendemos testar os possiveis efeitos benéficos do tratamento com FBP e/ou Alamandina, tanto in vitro
quante in vivo. Assim, no presente trabalho, o efeito desses tratamentos estara sendo avalado em modelos
experimentass de fibrose pulmonar in vivo, & In vitro em fibroblastos provenientes tanto de pulmdes humanos
quanto de animais. A nossa proposta é inédita, factivel, interinstitucional e, se nossas hipdteses forem
demonstradas, podem gerar
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conhecimenteos compativels: 1- com a melhoria do manejo da FP e da qualidade de vida dos pacientes, e 2-
com a reduc3o do ndmero de infernagSes, de transplantes e dos custos para o Sistema Unico de saude.

Objetivo da Pesquisa:

Contribuir para o conhecimento da fisiopatologia da Fibrose Pulmonar ao analisar, tanto em pulmdes de
pacientes com fibrose pulmonar idiopatica quanto em animals com fibrose pulmonar induzida por
bleomicina, se ha dferenca na razdo entre os eixos ECA-Angll-AT1 e ECA2-Ang-{1-7)-MAS/Alamandina-
MrgD do sistema renina angiotensina; e a participagdo de citocinas inflamatdnas e do estresse oxidativo.

Avallagho dos Riscos e Beneficios:

Riscos!

Este estudo nao oferece riscos adicionais com relacaoc ao procedimento cirurgico, visto que o pedaco de
pulmao que sera utitizado serla retirado de qualquer forma e desprezado. Alem disso, embora todos os
culdados serao cbservados no sentido de preservar a identidade dos pacientes, existe a possibilidade
remota de vazamento de Informacoes.

Beneficios:

A nossa proposta e inedita, factivel, interinstitucional e, se nossas hipoteses forem demonstradas, podem
gerar conhecimentos compativeis: 1- com a melhoria do manejo da FP e da qualidade de vida dos
pacientes; e 2- com a reducao do numero de Internacoes, de transplantes e dos custos para o Sistema
Unico de saude.

Comentarios ¢ Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa apresenta carater relevante para a methona na assisténcia oferecida a pacientes transplantados
no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS).

Todas as solictagbes feitas em parecer emitido em dezembro de 2017 foram atendidas e explicadas pela
pesquisadora por Carta-Resposta.

Consideraco bre os Ti de ap tacao obrigatoria:

Todos os termos cbrigatorios foram apresentados.

Os termos de anuéncla necessanos foram Incluides a partir da medificagdo felta nes locals de recrutamento
dos participantes, explicada pela pesguisadora na Carta-Resposta

Recomendacdes:
Recomenda-se que, em todos 0s documentos apresentados futuramente, seja ncluida informagao
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de local e data de emissio (considerando que autorizagdo da chefia do Centro Cirlrgico do Hospital Dom
Vicente Scherer ndo apresenta tal nformagao).

Conclusoes ou Pendeéncias e Lista de Inadequagoes:
N30 ha dbices éticos.

Consideracoes Finais a critério do CEP;
De acordo com o parecer do Relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Arquivo Postagem Autor Siwaglo
Informacdes Basicas PB_NFORMACGES_WICAS_DO_P 05/01/2018 Acefto
do Projeto ROJETO S44989 pdf 14,5910
Cutros Carta_Resposta_05_01_2018.pdf 05/01/2018 |Katya Vianna Rigatto| Aceito
14:56:33

Qutros autorzacac_chefia_responsavel_dom_v| 05012018 |Katya Vianna Rigatto| Acefto

gente scherer.pdf _14.55.58 —

TCLE / Termosde | TCLE_05_01_18_pdf 05/01/2018 |Katya Vianna Rigatto| Acefto

Assentimento / 14:55:30

Justificativa de

|Auséncia . — — . _ .

Projeto Detathado ! |Projeto_com_alteracoes_VERSAO_4.do| 05/01/2018 [Katya Vianna Rigattc| Aceito

Brochura c 13:29:50

LInvestigador — — -

Outros anuencia_Fisiologia_Translacional_assi | 05/01/2018 |Katya Vianna Rigatto| Aceito

nado_por_pedro.pdf 13:27:55

Qutros Anuencia_laboratorio_PUCRS paf 05/01/2018 |Katya Vianna Rigattic| Acetto
13:23.22 _

Folha de Rosto Folha_de_rosto pdf 19/06/2017 |Katya Vianna Rigatto| Aceito
14:55:12

Declaragdo de termodecompromissokatya. pdf 19/06/2017 |Katya Vianna Rigatic| Aceito

Pesquisadores 13:10:30
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