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RESUMO

EFEITOS DO CORTICOSTEROIDE NA LESAO PULMONAR AGUDA INDUZIDA
POR VIA DIRETA E INDIRETA

José Henrique Pires Leite Junior

Orientadora: Patricia Rieken Macedo Rocco

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-graduagdo em
Ciéncias Biologicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtengéo do titulo de Doutor em Ciéncias.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do corticosterdide em modelo de
Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) direta e indireta. Camundongos BALB/c foram divididos
randomicamente em 6 grupos. No grupo C, instilou-se intratraquealmente (CT) ou
injetou-se intraperitonealmente (CP) salina. No grupo L, lipopolissacarideo de E. coli
foi instilado (10 pg i.t., LT) ou injetado (125 ug i.p., LP). Nos grupos MT e MP, injetou-
se metilprednisolona (2 mg/kg i.v.) uma hora ap6s a administracdo de LPS. Apés 24
h, a mecanica respiratoria in vivo (elastancias estatica e dinamica, e pressdes
resistiva e viscoelastica) e in vitro (elastancia e resisténcia teciduais e
histeresividade), histologia (microscopia o6ptica e eletrénica) e conteudo de fibras
elasticas e colagenas no septo alveolar foram quantificados. Em grupos paralelos, IL-
6, KC (IL-8), percentual de neutrdfilos e TGF-p foram mensurados no fluido do lavado
broncoalveolar 24 e 48 horas apdés a indugdo da LPA. Todos os paradmetros
mecanicos in vivo e in vitro, morfométricos e o conteludo de fibras colagenas
aumentaram similarmente nos grupos L em relagdo aos respectivos controles. No
entanto, IL-6, KC, neutréfilos e TGF- se elevaram mais na LT do que na LP. O
corticosteroide foi capaz de atenuar as alteragées da mecanica in vivo, morfometria e
dosagem de citocinas apenas no grupo LT. Entretanto, o esterdide inibiu as
modificagdes da mecanica tecidual e do conteldo de fibras colagenas em ambos os
grupos LT e LP. Em conclusdo, o corticosteréide inibiu o remodelamento da matriz
extracelular independentemente da etiologia da lesdao, mas atenuou a resposta
inflamatodria e as alteragdes da mecanica in vivo somente na LPA direta.
Palavras-chave: Lesdo Pulmonar Aguda, Corticosteréide, Remodelamento.

Rio de Janeiro

Abril de 2006
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ABSTRACT

EFFECTS OF CORTICOSTEROIDS IN DIRECT AND INDIRECT ACUTE LUNG
INJURY

José Henrique Pires Leite Junior

Orientadora: Patricia Rieken Macedo Rocco

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencgao do titulo de Doutor em Ciéncias.

We studied the effects of corticosteroid in a model of direct and indirect acute lung
injury (ALI). BALB/c mice were randomly divided into 6 groups. In C group, saline
was intratracheally instilled (CT) or intraperitoneally injected (CP). In L group, E.
coli lipopolysaccharide was instilled (10 pg i.t., LT) ou injected (125 pg i.p., LP).
One hour after LPS administration, methylprednisolone (2 mg/kg i.v.) was injected.
After 24 h, in vivo (static and dynamic elastances, resistive and viscoelastic
pressures) and in vitro pulmonary mechanics (tissue elastance and resistance, and
histeresivity), histology (light and eletron microscopy), and the amount of collagen
and elastic fibers in the alveolar septa were quantified. In parallel groups, IL-6, KC
(IL-8), neutrophils and TGF-B were measured in the bronchoalveolar lavage fluid
at 24 and 48 h. All in vivo and in vitro mechanical and morphometric parameters,
and collagen fiber content were higher in LT and LP groups compared to the
respective control. However, IL-6, KC, neutrophils, and TGF-3 were higher in LT
than LP. Corticosteroid attenuated the in vivo mechanical and morphometric
parameters, and cytokines levels only in LT group. However, corticosteroid was
able to inhibit tissue mechanical parameters and collagen fibers content in both LT
and LP groups. In conclusion, steroid therapy is effective to inhibit fibrogenesis
independent of the etiology of lung injury, but its ability to attenuate inflammatory

responses and in vivo mechanical changes varies according to the cause of ALI.

Keywords: Acute Lung Injury, Corticosteroids, Remodeling.
Rio de Janeiro
Abril de 2006
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I. INTRODUGAO

Desde a sua descri¢cédo, a Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) e sua forma mais
grave, a Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), sd&o um
importante problema nas Unidades de Terapia Intensiva devido a sua alta
mortalidade. Estima-se que 17 a 26 por 100 mil habitantes por ano nos Estados
Unidos apresentam LPA/SDRA (Moss et al.,, 2002). Apesar dos avangos na
terapéutica da sindrome, sua mortalidade mantém-se elevada (40-60%) (Ware e
Matthay, 2000) e os sobreviventes podem apresentar sequelas graves
pulmonares e n&o pulmonares (Herridge et al., 2003).

Em 1967, Ashbaugh e colaboradores descreveram uma entidade clinica
caracterizada por faléncia respiratéria aguda, cianose refrataria a oxigenioterapia,
diminuicdo da complacéncia pulmonar e evidéncia de infiltrados difusos na
radiografia de térax (Ashbaugh et al., 1967). Os autores a denominaram
inicialmente “Sindrome do Desconforto Respiratério do Adulto” (Petty et al.,
1971), a fim de se contrapor a “Sindrome da Membrana Hialina do Recém-
Nascido”, causada pela falta de surfactante pulmonar. Os consensos atuais, por
sua vez, recomendam o uso do termo “Sindrome do Desconforto Respiratorio
Agudo” devido ao acometimento de adolescentes e criangas (Bernard et al.,
1994; Artigas et al., 1998).

Murray e colaboradores ampliaram esta definicdo propondo um sistema de
escore de pontos que quantificava a deterioragcdo da fisiologia respiratoria com
base no nivel da pressao positiva medida no final da expiragédo (PEEP), na

relacdo PaO,/FiO,, na complacéncia estatica e no grau de infiltrado pulmonar



visto na radiografia de térax (Murray et al., 1988). Outros fatores considerados
eram a causa da sindrome e a presenga ou nao de disfungdo orgéanica
extrapulmonar. O escore de Murray nao foi capaz de predizer a evolugao durante
as primeiras 24-72 horas ap6s o inicio da LPA, tendo uso clinico limitado (Doyle
et al., 1995; Zilberberg et al., 1998). Entretanto, quando usado entre 4 e 7 dias do
inicio da sindrome, valores iguais ou maiores que 2,5 podem predizer
complicagbes, com necessidade de ventilagdo mecanica prolongada (Heffner et
al., 1995).

O consenso Americano-Europeu (Bernard et al., 1994; Artigas et al., 1998)
definiu a LPA / SDRA como um processo inflamatério associado ao aumento da
permeabilidade da membrana alvéolo-capilar, resultando na formacao de edema
pulmonar n&do decorrente da elevagdo da pressao hidrostatica (pressao capilar
pulmonar < 18 mmHg ou auséncia clinica de hipertensao atrial esquerda). Essas
alteracbes resultam na diminuicdo da complacéncia estatica do sistema
respiratério € aumento do shunt pulmonar, caracterizado pela existéncia de
regides pulmonares perfundidas mas nao ventiladas, o que explica a persisténcia
da hipoxemia mesmo apos a instituicdo da oxigenioterapia. Clinicamente, ocorre
dispnéia de inicio subito acompanhada de infiltrado difuso a radiografia de torax e
hipoxemia grave a gasometria arterial. Portanto, considera-se o comportamento
evolutivo da sindrome como um continuum de anormalidades na troca gasosa,
definindo-se LPA quando a relagdo PaO,/FiO, for menor ou igual a 300, e SDRA
quando menor ou igual a 200.

Os fatores de risco para LPA foram estudados por varios autores (Fowler

et al.,, 1983; Montgomery et al.,, 1985), sendo separados pelo consenso



americano-europeu (Bernard et al., 1994; Artigas et al., 1998) em dois grupos,
dependendo se a via inicial de lesao é direta, com comprometimento primario da
integridade do epitélio das vias respiratorias; ou indireta, caso o endotélio
vascular tenha sido o sitio inicial de lesdo. Dentre as causas diretas, podemos
citar: pneumonias, aspiracdo de conteudo gastrico, contusdo pulmonar,
afogamento e inalagdao de gases toxicos. Entre as causas indiretas, destacam-se
sepse com ou sem hipotensao clinicamente significativa (pressao sistolica < 90
mmHg), trauma n&o toracico grave, multiplas transfusdes, bypass cardiopulmonar
e pancreatite aguda.

Em meados de 1970, a LPA tornou-se mais facilmente reconhecida devido
a possibilidade da medida da pressdo encunhada da artéria pulmonar (Swan et
al., 1970), sendo possivel excluir causas de edema pulmonar secundarias ao
aumento da pressao hidrostatica. Apesar de ter sido utilizado como parametro de
inclusdo em muitos estudos clinicos, atualmente a pressdo encunhada da artéria
pulmonar ndo é medida de forma rotineira (Bernard, 2005). Véarios autores tém
considerado que uma pressao da artéria pulmonar elevada nao é essencial para
excluir o diagnéstico de LPA, uma vez que uma permeabilidade da barreira
alvéolo-capilar alterada pode coexistir com a sobrecarga de volume. Além disso,
mesmo em condi¢gdes em que a pressao da artéria pulmonar € < 18 mmHg, ndo
se pode afirmar que a origem do edema pulmonar seja exclusivamente
secundaria ao aumento da permeabilidade, uma vez que a reducido da pressao
oncotica também pode contribuir com a origem do edema pulmonar (Weil et al.,

1978; Mangialardi et al., 2000).



Varios modelos experimentais tém examinado a resposta inflamatoéria na
LPA iniciada por infecgao, trauma, queimadura e hemorragia (Bone et al., 1997;
Menezes et al., 2005). Estes estudos tém demonstrado a complexidade e
multiplicidade das vias envolvidas neste processo, indicando que diferengas na
lesdo inicial associada a outras condigcdes subjacentes podem resultar na
ativacdo de diferentes mecanismos fisiopatologicos. Estes resultados levam a
crer que, na dependéncia destes varios mecanismos, a sindrome deveria
responder de forma diferenciada as medidas terapéuticas especificas, pelo

menos durante sua fase aguda.

I.1. PATOGENESE DA LPA

As alteragdes patolégicas pulmonares da LPA sdo denominadas, em
conjunto, como dano alveolar difuso (DAD). A fase exudativa é caracterizada por
congestdo capilar, edema intersticial e alveolar e hemorragia intra-alveolar
(Katzenstein et al., 1976; Teplitz, 1976), associado ao acumulo intra-alveolar de
fluido rico em proteina, neutréfilos e macrofagos (Snyder et al.,, 1990; Meduri,
1996). As membranas hialinas sao formadas a partir de proteinas plasmaticas
condensadas e restos celulares, e se localizam preferencialmente nos ductos
alveolares. Pode-se demonstrar por imuno-histoquimica a presenca de
imunoglobulinas, fibrinogénio, surfactante e complemento impregnando as
membranas hialinas, enquanto pequenas quantidades de fibronectina delineiam a
superficie da membrana (Fukuda et al., 1987). Os ductos alveolares dilatados
contrastam com alvéolos colapsados, congestos e edematosos.

Ultraestruturalmente, observa-se lesdao de células endoteliais, espessamento das



jungdes interendoteliais, aumento do numero de vesiculas de pinocitose e, nas
lesbes graves, necrose com ruptura celular, desnudamento da membrana basal e
acumulo de fibrina intravascular (Balk et al., 1983; Albertine, 1985).

A resposta fibroproliferativa inicia-se imediatamente apds o inicio da lesao,
sendo caracterizada pela presenca de miofibroblastos e seus produtos do tecido
conectivo nos espacos aeéreos, intersticio, bronquiolos respiratérios e paredes
microcirculatorias intra-acinares, na tentativa de reparar o dano da barreira
alvéolo-capilar (Bellingan, 2002; Santos et al., 2006). Tém sido demonstrado
aumento no numero de miofibroblastos e produgdo de pré-colageno tipos | e Il
(Chesnutt et al., 1997; Liebler et al., 1998; Meduri et al., 1998b; Pugin et al., 1999)
nas fases iniciais da sindrome. Rocco e colaboradores (Rocco et al., 2001)
demonstraram, utilizando um modelo de lesdo pulmonar aguda em ratos induzido
por paraquat, que também ocorre producao de fibras elasticas na fase precoce da
LPA, configurando um processo de fibroelastose. Além disso, demonstraram que
fibras com alta quantidade de componente microfibrilar (fibras oxitalanicas) eram
especialmente importantes, uma vez que sua presencga ja poderia ser detectada
em lesdes com alta gravidade.

Na fase fibroproliferativa, células cuboidais recobrem a membrana basal
desnudada. Estas células foram caracterizadas como pneumdcitos tipo Il por
apresentarem corpos lamelares intracitoplasmaticos e microvilosidades na
superficie, além de serem corados imuno-histoquimicamente para apoproteina
presente no surfactante (Fukuda et al., 1987; Sugiyama et al., 1993). Observa-se
a presencga de células alveolares atipicas, provavelmente originadas das células

basais brénquicas residuais (Fukuda et al., 1987) que sofreram diferenciagao



escamosa, sendo caracterizadas por grandes nucleos vesiculares com nucléolos
proeminentes. Pneumdcitos tipo |l sdo capazes de se diferenciar em tipo | em
camundongos e, provavelmente, também em humanos (Adamson et al., 1974;
Teplitz, 1976). Ocorre proliferagdo de fibroblastos e miofibroblastos, que migram
através das falhas da membrana basal, e sdo responsaveis pela conversdo do
exudato em tecido de granulagdo celular rico em mucopolissacarideos acidos,
principalmente acido hialurdénico, e posteriormente, pela deposi¢do de colageno,
resultando em fibrose do ducto alveolar, espessamento do septo alveolar e
colapso resultante de anormalidades estruturais e funcionais do surfactante,
concomitante ao remodelamento da parede alveolar (Tomashefski, 2000; Rocco
et al., 2004; Santos et al., 2006).

Quando esta presente, a fase fibrotica é caracterizada por um tecido
completamente remodelado, com deposi¢cao esparsa de colageno, formando a
macroscopia microcistos medindo 1-2 mm de didmetro, compondo um aspecto de
"favos de mel", associados as areas de fibrose difusa. Frequentemente ocorre
bronquiectasia de tracéo e tortuosidade arterial. Microscopicamente, a parede da
unidade alveolar apresenta-se espessada, composta de fibras colagenas
(Tomashefski, 2000).

Estas alteragbes patolégicas decorrem da complexa interagdo entre os
mecanismos inflamatérios e de reparo pulmonar. A resposta inflamatéria é,
necessariamente, um equilibrio entre mediadores pro-inflamatérios, importantes
na eliminacdo do estimulo inicial que lesa o tecido, e mediadores anti-

inflamatorios, os quais ajudam a regular o reparo tecidual (Ingbar, 2000). Porém,

essa clara divisao nao existe in vivo, pois as citocinas pro-inflamatorias precoces



(TNF-a e IL-1B), que iniciam a resposta pulmonar a lesao tecidual, levam também
a resolucéo e reparo.

O lipopolissacarideo (LPS), uma macromolécula glicolipidica presente na
parede externa de bactérias Gram negativas, € implicado na patogénese da LPA
desde 1974, quando a infusdo de Pseudomonas em ovelhas resultou em
aumento da permeabilidade pulmonar e um quadro similar ao edema pulmonar
ndo cardiogénico (Brigham et al., 1974). Meyrick et al. (1983) demonstraram, em
ovelhas, alteragdes funcionais e estruturais dos pulmdes apods a infusdo de
endotoxina. Apos 15 minutos da infusdo, ocorreu aumento na presséo da artéria
pulmonar, intensa leucopenia, diminuicdo da PaO, e alteragdes na mecanica
pulmonar com discretas mudangas tanto no débito cardiaco como na pressao
atrial esquerda. Trinta minutos apéds, coincidindo com o pico da hipertensao
pulmonar e das alteragbes na mecanica pulmonar, houve migracao de leucécitos
para o intersticio pulmonar e edema intersticial. Sessenta minutos apés a infuséo,
ja havia lesdo das paredes dos vasos, lesdo das células intersticiais e dos
pneumacitos tipo |, e edema perivascular. A ruptura da camada endotelial ocorreu
apds, aproximadamente, 2 horas, elevando a permeabilidade vascular. O
principal efeito da endotoxina nas ovelhas foi o aumento da permeabilidade
microvascular do pulméo, que resultou em um edema pulmonar nao cardiogénico,
que é sabidamente a principal anormalidade na LPA em seres humanos.

Trabalhos experimentais mostram que o LPS modula seus efeitos
patolégicos através da indugao de segundos mensageiros, incluindo as citocinas,
via ativagdo de receptores de sinalizagdo responsaveis por iniciar o sinal de

transdugéo intracelular, denominados Toll-Like Receptor (Brightbill et al., 2000).



Os mondécitos e macrofagos alveolares, em resposta a toxinas bacterianas,
liberam varios mediadores inflamatdrios, principalmente TNF-a e a IL-1p, os quais
atuam nas células epiteliais, fibroblastos, células endoteliais, na matriz
extracelular e no recrutamento de células circulantes (neutréfilos, plaquetas e
linfécitos), resultando em uma segunda via de liberagdo de citocinas, o que
amplia a resposta de defesa do organismo (Ware e Matthay, 2000).

Os neutrdfilos sdo os principais componentes do infiltrado inflamatério na
LPA (Abraham, 2003). Os neutréfilos sdo detectados precocemente no
parénquima pulmonar apés choque hipovolémico (Hierholzer et al., 1998), lesao
intestinal secundaria a isquemia-reperfusdo (Terada et al., 1992) ou
administragdo de endotoxinas (Parsey et al., 1998). Além disso, tém um papel
importante em mediar o dano do tecido e da microvasculatura pulmonar na LPA.
Isto pode ser demonstrado em experimentos onde os neutréfilos sdo eliminados
antes do insulto que leva a LPA. A induc¢ao de neutropenia seguida de desafio por
endotoxemia ou hemorragia atenua o aumento da permeabilidade vascular e dos
indices de injuria pulmonar (Abraham, 2000a).

A exposicado dos neutréfilos ao LPS, via ativacédo de proteinas cinases Akt
e p38, resulta no acumulo nuclear de NF-xB, e aumenta a expressao de citocinas
pré-inflamatoérias cuja transcricao € dependente do NF-xB (Shenkar et al., 1999;
Abraham, 2003). O NF-xB é um dimero composto de proteinas da familia Rel, e
esta primariamente retido no citoplasma das células em repouso por interacbes
nao-covalentes com inibidores IkB (Senftleben et al., 2002). Apesar de se
acreditar inicialmente que as moléculas de IkB estavam presentes

exclusivamente no citoplasma das células, evidéncias recentes mostram que elas



estdo presentes dentro e fora do nucleo e tem um importante papel na regulagao
da atividade dos dimeros de NF-kB no nucleo e no citoplasma (Birbach et al.,
2002). A interacdo do LPS ou de citocinas com receptores da membrana dos
neutréfilos promove a translocagdo do NF-kB para o nucleo da célula, onde se
liga em regidbes promotoras de varios genes responsaveis pela produgdo de
citocinas e outras moléculas reguladoras que participam do desenvolvimento e
progressao da LPA, tais como molécula de adeséo intercelular —1 e éxido nitrico
sintase induzida (Abraham, 2000a).

A interleucina 8 é uma quimiocina que estimula o movimento dos
leucécitos e regula sua migracdo do sangue para os tecidos. As quimiocinas
pertencem a uma grande familia de citocinas estruturalmente homdélogas, e esse
nome deve-se a contracdo do nome "citocina quimiotaxica". Atualmente, ja foram
caracterizadas mais de 50 quimiocinas que exibem um residuo de cisteina
aminoterminal altamente conservado e podem ser divididas em 4 classes: CXC,
CC, C e CX3C, divisao esta baseada na existéncia ou ndo de um residuo de
aminoacido nao conservado entre os dois primeiros aminoacidos de cisteina
(Loetscher et al., 2001). Na inflamagdo, as quimiocinas CXC atuam
principalmente em neutrofilos e as quimiocinas CC atuam em mondcitos,
linfécitos e eosindfilos.

As quimiocinas sdo produzidas por leucdécitos, células endoteliais, células
epiteliais e fibroblastos. Sua secrecdo em muitas dessas células é induzida por
endotoxinas e por outras citocinas inflamatorias, principalmente TNF-a e IL-1.
Sua atividade como quimioatraente para leucdcitos faz com que recrutem células

de defesa para o sitio de infecgdo. O recrutamento de neutréfilos resulta de uma
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sequéncia de acbes das quimiocinas sobre eles. As quimiocinas provocam
alteragdes rapidas nos neutrofilos, resultando na formagdo de lamelopodos,
estimulam a polimerizagdo e a despolimerizagdo dos filamentos de actina,
levando ao movimento dos neutréfilos e sua migragao através de um gradiente
quimico de citocina. As quimiocinas também aumentam a afinidade das integrinas
leucocitarias por seus ligantes no endotélio; dessa maneira a migracdo dos
neutroéfilos é realizada pelas quimiocinas em conjunto com as células de adeséo.
As primeiras quimiocinas identificadas foram descritas como citocinas proé-
inflamatdrias, pois sado expressas em condicbes de inflamacido e atraem
leucocitos que medeiam reacdes inflamatorias (Hasegawa et al., 2001), sendo
que as duas maiores classes incluem as a-quimiocinas que recrutam
polimorfonucleares e pB-quimiocinas que recrutam mondcitos e linfocitos (Martin et
al., 1999).

Em ratos e camundongos, os roedores mais utilizados como modelos de
doengas humanas, as mais importantes quimiocinas CXC identificadas sdo o KC
(citocina quimioatraente de polimorfonucleares) e a MIP-2 (proteina inflamatéria
de macrofago 2). O KC possui 47,2% de homologia com a IL-8 humana e tem
sido assim referido na maioria dos estudos. Sua descoberta ocorreu em 1983,
quando Cochran et al. (1983) clonaram em camundongos BALB/c uma sequéncia
de genes que eram regulados pelo fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF). Esses genes foram denominados de KC e JE, os quais foram induzidos
como consequéncia do crescimento celular, porém eram diretamente regulados
pelo PDGF. Em 1994, Bozic e colaboradores, estudando e expressao e

caracterizagdo biolégica de um receptor murinico para IL-8 e seus ligantes,
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verificaram que o KC, um produto dos fibroblastos de camundongos induzido pelo
PDGF, ligava-se com afinidade aos neutrofilos. Além disso, os neutrodfilos
humanos também se ligam ao recombinante KC (Bozic et al., 1994). Frevert e
colaboradores (1995), utilizando instilagdo intratraqueal de rKC em ratos
estimulados com LPS, verificaram no BAL um influxo acentuado de
polimorfonucleares para o interior da via aérea e que a utilizacdo de anti-KC
reduzia esta atividade quimiotaxica em 71%. Estes autores concluiram que o KC
€ o principal, porém ndo € o unico mediador de ativagdo e recrutamento de
polimofonucleares durante uma inflamagao mediada por LPS.

As quimiocinas parecem ter um papel fundamental em todas as fases da
LPA (Goodman et al., 1996), sendo a IL-8 a citocina mais estudada da familia
CXC. A IL-8 é a principal citocina atuante na quimiotaxia de neutréfilos para os
pulmdes e tem sido implicada como um marcador potencial do desenvolvimento
da LPA em pacientes de alto risco. A importancia da IL-8 no desenvolvimento da
LPA foi estudada por Anderson e colaboradores (1992) através da analise do
BALF de pacientes que sofreram trauma: altas concentragbes de IL-8 foram
encontradas ja nas primeiras horas. Verificou-se uma contribuigéo significativa da
IL-8 no sequestro, migragdo e ativagdo de neutréfilos. Uma fonte de IL-8 nos
pacientes com LPA era o macrofago alveolar, apesar de outras células da
barreira alvéolo-capilar estarem implicadas na elevagcdo dos niveis de IL-8. Um
aspecto importante desses estudos foi identificar que elevados niveis de IL-8
precedem o aumento do numero de neutréfilos no BALF. Além disso, a presenca
de niveis elevados de IL-8 e de neutrdfilos no BALF de pacientes com LPA é

correlacionada com alta mortalidade (Miller et al., 1992; Pittet et al., 1997).
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Ja a IL-6, clonada em 1986, possui atividades pleiotropicas tanto no
sistema imune quanto no sistema hematopoiético, onde induz a diferenciacéo e
desenvolvimento de células B, células T, células mieldides, megacariocitos,
osteclastos, células neurais, hepatécitos e também atua como fator de
crescimento das células tronco hematopoiéticas. Varias outras substéncias sdo
pertencentes a familia da IL-6: a IL-11, o fator neutrofilico ciliar (CNTF), a
cardiotropina (CT-1), o oncostatin M (OSMM), o fator inibitério de leucemia (LIF) e
o estimulante de células B neutropina 1 fator 3. Estas substancias compartilham
uma via de transdugdo comum, o gp 130, explicando desse modo o mecanismo
molecular de redundancia entre elas em diferentes tecidos (Streetz et al., 2001).

Dados experimentais demonstram um papel para o gp 130 na proliferagéo
e diferenciagcdo celular e na regulacdo da apoptose, principalmente por seus
efeitos anti-apoptéticos (Fukuda et al., 1996; Fukuda et al., 1998; Raz et al.,
1999). A ativacao do STAT3 (uma das vias de ativagao celular do gp 130) leva a
ativacdo de genes anti-apoptéticos em célula B, protegendo-as da apoptose
dependente de Fas (Catlett-Falcone et al., 1999). Resultados similares foram
encontrados em células T de camundongos, deficientes de STAT3 (Takeda et al.,
1998), em hepatdcitos, onde a IL-6 preveniu a apoptose, induzida por TGF-$
(Chen et al., 1999).

A IL-6 é sintetizada por fagoécitos mononucleares, células vasculares
endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta a patdégenos ou outras
citocinas, principalmente IL-1 e TNF-a. Sua principal atividade € o sinergismo
com a IL-1 e o TNF-a na coestimulagdo de respostas imunes, sendo a mais

importante citocina na indugdo da sintese de proteinas da fase aguda pelos
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hepatdcitos, contribuindo, dessa maneira, para os efeitos sistémicos da
inflamacédo. Isto foi demonstrado por Gauldie et al. (1988) ao comprovarem a
producgao de IL-6 no pulm&o por fibroblastos observando que sua liberagao pode
ser estimulada inumeras vezes pela IL-1 e o TNF-a, tendo explicado, assim, a
indugado da sintese de proteinas de fase aguda no figado durante o processo de
inflamagédo pulmonar. Sua atuagdo como reguladora dos niveis de TNF-a foi
demonstrada tanto em camundongos como em ratos, podendo representar um
mecanismo de feedback negativo enddgeno, que inibe a inflamagdo aguda
mediada por citocinas e iniciada por endotoxina (Aderka et al., 1989). Esse fato
foi corroborado por Ulich et al. (1991), demonstrando que a injegdo intratraqueal

de IL-6 em ratos inibiu fortemente a inflamag¢ao aguda induzida por LPS.

I.2. LPA DE ORIGEM DIRETA E INDIRETA

Apesar das varias causas da LPA resultarem em alteragcdes patoldgicas
uniformes tardiamente, caracterizadas como dano alveolar difuso (Tomashefski,
2000), varias evidéncias tém indicado que a fisiopatologia na fase precoce da
LPA pode diferir de acordo com o tipo de insulto primario: se diretamente ao
epitélio alveolar, ou indiretamente, por lesdo endotelial (Pelosi et al., 2003;
Menezes et al., 2005, Rocco et al., 2005; Santos et al., 2006).

A importancia da lesao epitelial no desenvolvimento e recuperagéo da LPA
tem sido bem estabelecida (Wiemer-Kronish et al., 1991; Pittet et al., 1997) e o
grau de leséo epitelial alveolar € um importante fator para predizer a evolugéo
clinica da sindrome (Matthay et al., 1990; Ware e Matthay, 2000). O epitélio

alveolar normal é composto por dois tipos celulares: pneumdcitos tipo I, que
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representam 90% da superficie alveolar, sendo facilmente lesados; e
pneumacitos tipo Il, cujas principais fungdes sdo produgdo de surfactante e
transporte de ions. A perda da integridade epitelial na LPA acarreta varias
consequéncias: (1) em condigbes normais, a barreira epitelial € menos permeavel
que a endotelial (Wiener-Kronish et al., 1991), sendo que a leséo epitelial pode
contribuir significativamente para formacdo de edema alveolar; (2) lesdo de
pneumacitos Il interrompe o transporte normal de fluidos, dificultando a remogao
de exudato do espacgo alveolar (Sznajder, 1999), bem como reduz a produgao e o
turnover de surfactante, contribuindo para anormalidades decorrentes da falta do
mesmo (Greene et al.,, 1999); (3) a perda da barreira epitelial pode levar ao
choque séptico em pacientes com pneumonia bacteriana (Kurahashi et al., 1999).
Desta forma, descreveu-se que na LPA direta havia predominio de consolidacao
alveolar, com preenchimento do espaco alveolar por células inflamatdrias, restos
celulares e edema, sendo observado na tomografia computadorizada um
aumento homogéneo na atenuagdao pulmonar com obliteragdo das margens
broncovasculares, podendo existir broncograma aéreo (Austin et al., 1996).

Em contrapartida, a lesdo do endotélio vascular levaria ao aumento da
permeabilidade desta barreira, proporcionando a formagao de edema intersticial,
com aumento do peso do pulmao (“teoria da esponja”) e consequente colapso do
espaco alveolar (Gattinonni et al., 1998).

Esta hipotese tem sido confirmada em estudos experimentais e de
necropsia. Em modelos experimentais de LPA causada pela administracdo de
endotoxina de E. coli, a lesdo direta resulta em dano alveolar caracterizado pela

presenca de edema, fibrina, colageno, e agregados de neutréfilos no interior dos
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espacgos alveolares, enquanto na lesdo indireta ocorre predominio de congestao
microvascular, edema intersticial e dano alveolar menos grave (Brighan et al.,
1986). Hoelz e colaboradores, analisando a microscopia de 38 necropsias,
demonstraram haver um predominio de colapso alveolar, exudato fibrinoso e
edema da parede alveolar na LPA cuja lesdo primaria acometia diretamente o
epitélio alveolar quando comparado com a lesédo por via indireta (Hoelz et al.,

2001).

1.3. LPA POR VIA DIRETA E INDIRETA SAO SINDROMES DIFERENTES

O comportamento mecanico do sistema respiratorio na fase aguda da LPA
e a resposta a terapéutica ventilatéria sdo diferentes se a lesdo ocorre
inicialmente por via direta ou indireta. Neste contexto, Gattinoni e colaboradores
evidenciaram um aumento similar na elastancia estatica do sistema respiratério
(Est,rs) tanto no grupo com LPA direta como na indireta (Gattinoni et al., 1998).
No entanto, na LPA direta a elevagcdo da Est,rs ocorria as custas do grande
aumento observado na elastdncia estatica pulmonar (Est,L). A relagéo
Est,L/Est,rs > 0,5 determinaria 0 aumento da pressao transpulmonar (P.), uma
vez que:

P, = Paw . Est,L/Est,rs

onde Paw é a pressao na abertura da via aérea.

No entanto, na LPA indireta, o aumento da Est,rs seria devido tanto ao
aumento na Est.L como na elastancia estatica da parede toracica (Est,w), de
modo que a relagao Est,L/Est,rs seria menor ou igual a 0,5. Portanto, ndo haveria

um grande aumento na pressao transpulmonar.
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Este mesmo grupo de pesquisadores (Gattinoni et al., 1998) sugeriu que a
pressao positiva ao final da expiragao (PEEP) poderia atuar na fase precoce da
LPA através de dois diferentes mecanismos. A PEEP poderia aumentar a
elastancia por provocar o estiramento regional das unidades alveolares que ja
estariam abertas, ou manteria as unidades alveolares abertas ao final da
expiragao, desta forma diminuindo a elastdncia. Da mesma forma, Pelosi e
colaboradores, ao aplicarem manobras de recrutamento com trés suspiros
sucessivos e pressao de platd de 45 cmH,O demonstraram que na LPA indireta
houve maior redugéo do shunt alveolar e melhora da PaO; do que na leséo direta
(Pelosi et al., 1999).

Alguns autores tém sugerido que o comportamento radiolégico da LPA é
diferente na dependéncia da sua etiologia. Goodman e colaboradores (Goodman
et al., 1999) analisaram prospectivamente pacientes na fase precoce da LPA
direta (n=22) e indireta (n=11), e constataram predominio de opacificacao
simétrica em vidro fosco (Austin et al., 1996) e consolidagédo dorsal (atelectasia)
na LPA indireta; enquanto a LPA direta tendia a ser assimétrica, com
consolidagbes parenquimatosas densas e opacificagcbes em vidro fosco nas
mesmas proporgdes. Winer-Muran e colaboradores (Winer-Muran et al., 1998),
Desai e colaboradores (Desai et al., 1999) e Rouby e colaboradores (Rouby et al.,
2000) encontraram resultados similares.

Por outro lado, Desai e colaboradores (Desai et al., 2001) estudaram 41
pacientes com LPA direta (n=16) e indireta (n=25) com o objetivo de predizer a
etiologia da sindrome baseado no padrao da tomografia computadorizada (TC). O

padrao tipico da LPA foi encontrado mais frequentemente na etiologia indireta
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(72% versus 31%). No entanto, quando cada TC foi analisada individualmente, o
padrao tipico da LPA nao foi relacionado com a causa da sindrome. Os autores
concluiram que somente os dados da TC ndo permitem a identificagao da via de
lesdo (direta versus indireta) da LPA.

Estes estudos que utilizaram a TC como fonte de diagnéstico etiologico
apresentaram algumas limitagées (Gattinoni et al., 2001): a) todos utilizaram um
pequeno numero de pacientes; b) o tempo entre o inicio da LPA e a realizagdo do
exame nao foi uniforme e os parametros ventilatorios variaram de um estudo para
outro; ¢) o grupo de LPA indireta incluiu tanto pacientes com doenga abdominal
como pacientes no pés-operatério de cirurgias cardiacas, no qual o colapso do
lobo inferior esquerdo é mais frequente e d) lesbes diretas e indiretas podem
coexistir, resultando em um padrao morfolégico dificil de interpretar.

Recentemente, muitos autores tém investigado as varias diferengas
fisiopatolégicas entre a LPA direta e indireta. Menezes e colaboradores
desenvolveram um modelo murino de LPA direta e indireta com mesmo grau de
lesdo funcional, e demonstraram que, apesar das alteragdes na mecanica
respiratoria terem sido similares, a resposta inflamatéria e as alteragbes
ultraestruturais do parénquima pulmonar sdo mais intensas apés a injuria direta
do epitélio alveolar (Menezes et al., 2005). Além disso, Santos e colaboradores,
ao analisarem a evolucao temporal da LPA direta e indireta, demonstraram que
as alteracdes funcionais na fase precoce da LPA ndo eram capazes de predizer o
comportamento do remodelamento pulmonar (Santos et al., 2006). Concluiram

que a injuria direta ao epitélio alveolar acarretava fibroelastogénese, enquanto



18

que a lesao inicial do endotélio vascular (indireta) induziu apenas fibrose, que foi
reparada durante o curso da lesdo pulmonar.

Além disso, varios autores tém sugerido que a resposta terapéutica pode
variar entre as sindromes. Suntharalingam e colaboradores (2001) avaliaram 81
pacientes com mesma gravidade, caracterizada pela auséncia de diferenca
estatistica na pontuagdo do escore APACHE II, LIS e relagdo PaO,/FiO,, e
demonstraram que a LPA direta estava relacionada a um maior tempo de
ventilagcdo mecanica (17 x 9 dias) e maior resisténcia ao recrutamento quando
comparado com o grupo de causas indiretas (Suntharalingam et al., 2001). Apds
6 meses de acompanhamento, ambos os grupos demonstraram um padréao
restritivo similar no estudo da funcdo pulmonar. Apesar destes autores néao
demonstrarem um aumento estatisticamente significativo da mortalidade, o que
pode ser explicado pelo pequeno numero de pacientes utilizados neste estudo, o
tempo de ventilagdo mecanica foi um importante indicador de pior prognéstico.

A prostaciclina (PGl,) inalada, sugerida como alternativa ao 6xido nitrico
devido aos seus efeitos colaterais mais ténues e a facilidade de administracao
(Scheeren et al., 1996; Walmrath et al., 1996), alcanga a musculatura lisa
vascular por difusdo nos espagos aéreos, induzindo vasodilatagdo pulmonar das
unidades alveolares ventiladas e redistribuicdo do fluxo sanglineo pulmonar de
regides ndo ventiladas. Domenighetti e colaboradores estudaram os efeitos da
nebulizagdo com PGl; na oxigenagdo e hemodindmica pulmonares na LPA direta
e indireta (Domenighetti et al., 2001). Concluiram que a nebulizagdo com PGl foi
efetiva somente na LPA indireta, o oposto ocorrendo na LPA direta, sendo

observado até mesmo uma piora da troca gasosa neste ultimo grupo. Rialp e
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colaboradores evidenciaram que a redistribuicao do fluxo pulmonar induzida por
6xido nitrico poderia ser otimizada quando em associacdo com a posicao prona
na LPA causada por lesdo direta do epitélio alveolar (Rialp et al., 2001). A LPA
indireta ndo demonstrou beneficio da associagdo do 6xido nitrico com a posi¢ao
prona, talvez porque o recrutamento ja tenha ocorrido totalmente apenas com a
modificagdo da posi¢cao. Neste contexto, Lim e colaboradores analisaram os
efeitos da posicédo prona na LPA direta e indireta e observaram melhora da
relacdo PaO./FiO,, definida como um aumento de 40% em relagdo ao valor
basal, na LPA indireta (Lim et al., 2001). Apds 30 minutos de posigédo prona, esta
melhora ocorreu em 63% dos pacientes com LPA indireta; contudo, nenhum
beneficio adicional foi observado apdés 2 horas. Em contrapartida, 23% dos
pacientes com LPA direta alcangaram melhora na relagdo PaO./FiO, em 30
minutos e 29% dos pacientes apresentaram melhora da oxigenagdo em 2 horas.
Portanto, a melhora da troca gasosa tem um efeito adicional na LPA direta em
tempos mais prolongados.

Apesar do desenvolvimeto de varias estratégias terapéuticas, os resultados
na melhora da taxa de mortalidade na LPA continuam desanimadores (Ware e
Matthay, 2000). Neste contexto, os corticosterdides, por serem potentes agentes
antiinflamatorios, foram testados desde o inicio da definicdo da LPA/SDRA,
porém sempre com resultados controversos. Ao mesmo tempo, as varias
etiologias da LPA nunca foram consideradas. Uma vez que a patogénese da LPA
varia se a injuria do parénquima pulmonar é direta ou indireta (Gattinonni et al.,

1998; Pelosi et al., 1999; Menezes et al., 2005; Santos et al., 2006), &
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possivel que os corticosterdides atuem diferentemente dependendo da etiologia

da leséo.

1.4. O Uso Do CORTICOSTEROIDE NA LPA

Os corticosterdides sdo transportados no plasma ligados a transcortina
(globulina ligadora de corticosterdide) e a albumina ou, numa quantidade
proporcionalmente menor, na forma livre, metabolicamente ativa. As moléculas
de corticosteréides livres cruzam a membrana plasmatica chegando ao
citoplasma, onde se ligam ao seu receptor especifico, o receptor de
glicocorticosterdide (GR). O GR esta presente no citoplasma de praticamente
todas as células humanas, existindo como um heterocomplexo que contém o GR
em associagdo com duas subunidades de heat shock protein (hsp) 90, uma
subunidade de hsp56, uma subunidade da hsp70, e a uma proteina aciddfila de
23 kD (Jantz et al., 1999). Apds a ligagdo do hormdnio, ocorre a dissociagdo do
complexo GR, e o GR ativado € translocado ao nucleo, onde pode se ligar a
elementos responsivos ao glicocorticosterdide (GRE) no DNA ou pode interagir
com fatores de transcrigdo. Dependendo do elemento regulatério especifico no
qual o GR se liga, a taxa de transcricdo de RNAm especificos podem ser
induzidos (upregulation) ou suprimidos (downregulation) (Jantz et al., 1999). Além
dos efeitos mediados pelo GRE localizado na regidao promotora do DNA e as
interacbes com outros fatores de transcricdo, o GR ativado pode alterar a
estabilidade do RNAm (Shaw et al., 1986; Kern et al., 1988).

Os corticosterdides inibem a transcricdo de varias citocinas que sao

importantes nas doengas inflamatdrias, incluindo interleucinas (IL-1, IL-3, IL-4, IL-
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5, IL-6, IL-8), fator de necrose tumoral (TNF-a) e fator estimulante de colbénia de
granulécito-macrofago (GM-CSF) (Barnes, 1996). Os corticosteroides também
interagem com os fatores de transcricdo AP-1 e NF-kB (Yang-Yen et al., 1990;
Jantz et al., 1999). A transcrigdo destes fatores esta envolvida na estimulagéo de
um numero de produtos génicos que possuem um papel central na inflamacéo,
incluindo IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, TNF-o,, GM-CSF e RANTES (Regulated upon
Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted) (Jantz et al., 1999). Por
interferir com estes fatores de transcrigdo, os corticosterdides podem inibir a
expressao destes genes. A transcricdo do gene IL-2 é predominantemente
regulado pelo fator nuclear de células T ativadas (NF-AT), o qual € dependente
de um fator nuclear que parece ser o AP-1, para formar um complexo
transcricional (Northrup et al., 1993; Thompson et al., 1993). Desta forma, os
corticosterdides podem inibir a transcricao do gene IL-2 indiretamente por ligar-se
ao AP-1 (Paliogianni et al., 1993). Os corticosteréides também aumentam a
degradagdo de RNAm codificado para IL-1p, IL-6 e GM-CSF (Shaw et al., 1986;
Kern et al., 1988).

Os corticosteréides possuem um importante efeito numa variedade de
mediadores inflamatérios. A Oxido Nitrico Sintase (NOS) pode ser induzida por
varias citocinas, resultando no aumento da produgéo de Oxido Nitrico (Jantz et
al.,, 1999). A indugcdo de uma forma da NOS é inibida pelo corticosterdide,
presumivelmente pelo efeito no NF-kB o qual € um importante fator de transcricéo
na regulacdo da NOS induzida (Xie et al., 1994). Os corticosteroides inibem o
gene que codifica a ciclooxigenase induzida (COX-2), o qual também parece ser

dependente da ativagao do NF-xB (Newton et al., 1995). A transcrigdo de genes
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da Fosfolipase A; citossodlica, que € induzida por citocinas e clivada do acido
araquidénico para produzir os precursores dos leucotrienos e das
prostaglandinas, também é inibida pelos corticosterdides (Jantz et al., 1999).
Fatores ativadores de plaquetas ativam a AP-1 ligada a células inflamatdrias e
também podem ser inibidos pelos corticosterdides. Além disso, o0s
corticosterdides também inibem a sintese de endotelina-1, peptideo que possui
propriedade broncoconstrictora no pulmao e nas células epiteliais das vias aéreas
(Vittori et al., 1992).

Os corticosterdides aumentam a transcricdo do gene do receptor Po-
adrenérgico e sao capazes de prevenir a dessensibilizacdo e a supressido destes
receptores (Barnes et al., 1995). Também inibem a transcricdo do gene da
molécula de adeséo intercelular (ICAM-1) e E-selectina (Van de Stolpe et al.,
1993). Ressalta-se que a expressao da ICAM-1 é dependente da ativagdo do NF-
xB.

A primeira tentativa de usar os corticosteréides para diminuir a resposta
inflamatdria na sepse data de 1963 (Group CS, 1963). Apesar de seu exato
mecanismo nao ser totalmente esclarecido, ele € capaz de inibir uma série de
mediadores inflamatérios (Conner et al., 2000), sendo implicado na redugdo da
morbi-mortalidade em modelos animais se administrado antes ou
simultaneamente a inducdo de sepse e lesdo pulmonar por bactéria (Pitcairn et
al., 1975; Modig et al., 1985), endotoxina (Brigham et al., 1981) e aspiragao acida
(Toung et al., 1976).

Em 1976, Schumer e colaboradores sugeriram que altas doses de

corticosteréides poderiam reduzir a mortalidade em pacientes com sepse
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(Schumer et al., 1976). No entanto, este trabalho foi criticado por apresentar uma
série de falhas: somente uma parte dos dados utilizados no estudo era
randomizada e prospectiva, enquanto outra foi obtida retrospectivamente, foram
usados diferentes antibiéticos e a dose do corticosteroide foi diferente para cada
paciente.

Em contrapartida, varios estudos clinicos, randomizados, controlados e
prospectivos, examinaram a efetividade do corticosterdide no tratamento da LPA.
Sprung e colaboradores, em 1984, (Sprung et al., 1984) e outros autores
(Veterans Administ., 1987; Luce et al., 1988), utilizando doses de até 30 mg/kg de
metilprednisolona na fase precoce da sepse, ndo encontraram diferencas na
mortalidade de pacientes sépticos em relagdo ao grupo placebo. Estes estudos
nao comprovaram nenhum beneficio dos corticosterdides na sepse e no choque
séptico, podendo até piorar seu curso clinico, em funcdo de seus efeitos
colaterais, tais como: pneumonia nosocomial, deiscéncia de sutura, ruptura
gastrica e paralisia prolongada (Braude et al., 1992; Hooper et al., 1996).

Bone e colaboradores (1987) desenvolveram um estudo multicéntrico,
randomizado e duplo cego para avaliar se a terapia com metilprednisolona seria
capaz de prevenir o desenvolvimento de SDRA em pacientes com alto risco. Os
autores randomizaram 304 pacientes com sepse para receberem
metilprednisolona (MP) na dose de 30 mg/kg a cada 6 horas num total de 4 doses
ou placebo, sendo o tratamento instituido dentro de 2 h do inicio da sepse. Os
resultados deste estudo demonstraram uma tendéncia ao aumento da incidéncia
de SDRA no grupo tratado com MP (32% versus 25%, p = 0,10). Estes autores

sugeriram a ocorréncia do aumento da mortalidade particularmente em um
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subgrupo de pacientes com sepse associada a insuficiéncia renal que receberam
corticosteréide. Dos pacientes que desenvolveram SDRA, apenas 31% tratados
com MP tiveram a resolugao clinica da sindrome em 14 dias (15/50 pacientes),
enquanto no grupo placebo a melhora clinica foi observada em 61% dos
pacientes (23/38). A mortalidade em 14 dias nos pacientes que desenvolveram
SDRA foi maior no grupo tratado com MP do que no placebo [52% (26/50) versus
22% (8/22), p = 0,004].

Bernard e colaboradores (1987), por outro lado, desenvolveram um estudo
controlado, randomizado e duplo cego para avaliar o efeito do corticosterdide em
altas doses por um tempo limitado. Os autores randomizaram 99 pacientes
adultos com até 30 h de inicio da SDRA para receber MP (30 mg/kg a cada 6 h
por 4 doses) ou placebo. Estes grupos foram comparados quanto a resolugéo da
sindrome (definida como melhora do infiltrado na radiografia de térax e na
oxigenagao), mortalidade em 45 dias, shunt pulmonar e complacéncia do sistema
respiratorio. Este estudo, no entanto, falhou em demostrar qualquer diferenca
entre os grupos MP e placebo. Evidenciaram ainda uma maior tendéncia a
infeccdo no grupo que recebeu esterdide [16% (8/50 pacientes) versus 10%
(5/49), p = 0,6], além de maior incidéncia de hiperglicemia (p < 0,01).

O Dbeneficio do corticosteréide vem sendo investigado na fase
fibroproliferativa da LPA (Brun-Buisson et al., 1998; Meduri et al., 1991). Este
agente terapéutico é capaz de inibir a ativagéo de fatores de transcrigdo (Auphan
et al.,, 1995; Almawi et al., 1996) e citocinas pro-inflamatorias (Meduri et al.,
1995a; Meduri et al., 1995b). Num estudo com 27 pacientes com SDRA, Meduri e

colaboradores observaram um alto nivel plasmatico de TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8
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no primeiro dia da SDRA, mantendo-se persistentemente elevado nos pacientes
que evoluiram para o6bito (Meduri et al., 1995a). Aqueles que sobreviveram
apresentaram um pico de liberagdo de citocinas menor no primeiro dia, seguida
de rapido declinio no curso da doencga. Estes mesmos autores (Meduri et al.,
1995a) examinaram o efeito do corticosterdide nos niveis de citocinas presentes
no plasma e no fluido do lavado broncoalveolar (BALF), correlacionando seus
achados com o escore de Murray, indices de permeabilidade endotelial e
mortalidade. Cinco pacientes foram classificados como rapidamente responsivos
ao tratamento, enquanto dois responderam tardiamente e outros dois nao
responderam. Sete dias apds o inicio do tratamento, ocorreu redugéao significativa
nos niveis plasmaticos de TNF-a e IL-6 nos pacientes respondedores rapidos e
nos tardios. A IL-1p foi reduzida em 5 dias nos respondedores rapidos e em 10
dias nos tardios. Naqueles pacientes responsivos ao tratamento, a melhora nos
escores prognosticos foi correlacionada com a redugao dos niveis de citocinas
plasmaticas e do BALF.

Em 1994, Meduri e colaboradores demonstraram uma melhora significativa
na fungédo pulmonar com o uso de baixas doses de corticosteréide na fase tardia
da SDRA (Meduri et al., 1994). A biopsia pulmonar realizada nos pacientes que
receberam corticosteréide revelou arquitetura alveolar intacta e nenhuma
evidéncia de fibroproliferacdo subintimal. No entanto, este trabalho recebeu
muitas criticas por ser um estudo nao controlado e pelo fato do tratamento ter
sido iniciado 2 semanas ap6és o inicio da SDRA, momento no qual a maioria dos
pacientes ira reverter a insuficiéncia respiratéria com ou sem corticosterdide. Em

1997, Meduri e colaboradores demonstraram que o tratamento prolongado com
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corticosterodide foi capaz de reduzir significativamente a mortalidade no grupo que
recebeu metilprednisolona (0 de 16 pacientes) em comparagdo com O grupo
placebo (5 de 8 pacientes) (Meduri et al., 1997). Evidenciaram também melhora
na relacdo PaO,/FiO, e diminuicdo no escore de disfungao organica multipla
entre os pacientes tratados com corticosterdide. Os autores especularam que a
remocao precoce do corticosterdide utilizado em altas doses em estudos prévios
poderia ser a causa da auséncia do seu beneficio. Uma das principais criticas a
este trabalho esta no fato de que pacientes que nao responderam precocemente
ao tratamento foram retirados do estudo.

Tem sido demonstrado que os corticosteréides podem prevenir a
deposigdo excessiva do colageno e aumentar o seu turnover, podendo evitar a
fibrose e a restricdo respiratoria observadas na fase fibroproliferativa da SDRA
(Meduri et al., 1998b). O aumento dos niveis do pro-colageno tipo Ill, um
marcador biolégico para sintese de colageno, é frequentemente detectado no
BALF de pacientes com SDRA e esta associado com o aumento da mortalidade
(Chesnutt et al., 1997). Neste contexto, Meduri e colaboradores (Meduri et al.,
1998b) investigaram 29 pacientes com SDRA através da medida do pré-peptideo
aminoterminal do pré-colageno tipo | (PCI) e Ill (PCIll) no plasma e no BALF,
correlacionando estes resultados com o escore prognostico de Murray e escore
de disfungcéo organica multipla. Os pacientes foram classificados em responsivos
ao tratamento caso fosse observado uma redugéo no escore de Murray durante a
primeira semana de tratamento com metilprednisolona. No primeiro dia da SDRA,
todos os pacientes apresentaram niveis elevados de PCI e PCIIl. No sétimo dia

de doenga, as concentragdes plasmaticas de PCI e PCIII ndo foram alteradas nos
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responsivos, ao passo que aumentaram significativamente naqueles que nao
sobreviveram. Nesta fase, os pacientes que apresentaram niveis plasmaticos de
PCI < 100 ng/mL apresentaram uma probabilidade de sobrevida 2,5 vezes maior
e pacientes com niveis plasmaticos de PCIIl > 25 ng/mL tiveram risco 9 vezes
maior de oObito. O uso de metilprednisolona acarretou uma redugao rapida e
sustentada dos niveis de PCI e PCIll no plasma e no BALF. Além disso, o uso do
corticosteréide levou a uma melhora da relagdo PaO,/FiO,, resultando na
diminuicdo dos niveis da PEEP, reduzindo também os niveis plasmaticos de
alguns marcadores de sindrome de disfungdo organica multipla, tais como
creatinina e bilirrubina, e a temperatura corporal destes pacientes.

Estes resultados levaram Meduri e colaboradores a desenvolver um estudo
randomizado com 24 pacientes com SDRA que ndo melhoraram clinicamente nos
primeiros 7 dias da doenga (Meduri et al., 1998a). Quatro pacientes, pertencentes
ao grupo placebo, que ndo melhoraram apoés 10 dias da randomizagao, foram
tratados de forma alternativa. Pacientes submetidos ao tratamento com
metilprednisolona (2 mg/kg durante 2 semanas, seguido de redugéo da dose pela
metade a cada semana) apresentaram melhora no escore de Murray pelo
aumento da relacdo PaO,/FiO, (262+19 x 148+35, p<0,01), no escore de
disfungdo organica multipla e possibilidade de extubagdo (7 x 0, p=0,05). A
mortalidade na Unidade de Terapia Intensiva e hospitalar foram maiores no grupo
placebo (62% x 0%, p=0,02; e 62% x 2%, p=0,03). No entanto, este estudo é
passivel de muitas criticas, tais como: a) existiram diferengas entre os grupos
placebo e MP, com uma maior proporgédo de fatores de riscos para SDRA direta

(como pneumonia ou aspiragao) no grupo placebo (6/8, 75%) do que no MP
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(9/16, 56%); b) no inicio do tratamento, os pacientes do grupo placebo tiveram
uma menor relacdo PaO,/FiO, (141 versus 161 mmHg), maior necessidade de
niveis elevados de pressao positiva ao final da expiracdo (PEEP) (14 versus 12
cmH;0), maior escore de lesdo pulmonar (LIS) (3,3 versus 3,0) e maior escore de
disfungao organica (2,5 versus 1,5). Uma vez que a presenca de fatores de risco
diretos ou indiretos e o grau de alteragcbes nas medidas fisiologicas e de
disfungdo orgénica influenciam a mortalidade (Monchi et al., 1998), eles séo
potentes confundidores em favor de uma melhor evolugao para o grupo que
recebeu o corticosteréide. Além disso, o estudo foi interrompido precocemente
com numero pequeno da amostra.

Em funcdo dos resultados promissores do estudo de Meduri e
colaboradores (Meduri et al., 1998a) e para vencer eventuais limitagdes, em
1999, o National Institute of Health (NIH) iniciou um estudo clinico intitulado The
“Late Steroid Rescue Study (LaSRS): The Efficacy of Corticosteroids as Rescue
Therapy for the Late Phase of Acute Respiratory Distress Syndrome”. O estudo
LaSRS (conhecido como “Lazarus”) compara o efeito do corticosterdéide com
placebo na fase tardia da SDRA, isto €, apds 7 dias do inicio da sindrome. O end
point primario foi a mortalidade em 60 dias. O end point secundario incluiu o
numero de dias livres de ventilagdo mecanica ou de disfungdo organica. O LaSRS
foi desenhado inicialmente para incluir 400 pacientes, sendo reduzido
posteriormente para 200. Este estudo foi interrompido antes do seu término
porque o0s pacientes tratados com corticosteréide retornavam mais
frequentemente a protese ventilatéria devido a fadiga muscular por neuropatia

induzida pelo esteroide.
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Até o momento, o consenso americano-europeu reconhece o beneficio dos
corticosterdides apenas em dois subgrupos de pacientes (Artigas et al., 1998). O
primeiro é formado por pacientes com alto risco para sindrome de embolia
gordurosa (fraturas de ossos longos), nos quais o corticosteréide administrado
profilaticamente diminui o risco de insuficiéncia respiratéria (Kallenbach et al.,
1987). Além destes, pacientes com Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) que apresentam pneumonia por Pneumocystis carinii também se
beneficiam do tratamento com corticosterdide. Bozette et al. (Bozette et al.,
1990), estudando 251 pacientes com pneumonia por P. carinii e hipdxia,
observaram no grupo que recebeu corticosteréide concomitantemente a
antibioticoterapia uma reducdo de aproximadamente 50% na incidéncia de

hipoxemia, no uso de ventilacdo mecéanica e na mortalidade.
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Il. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Apesar dos recentes avancos no entendimento de seus mecanismos
fisiopatolégicos, a Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) e a Sindrome do Desconforto
Respiratério Agudo (SDRA) continuam sendo um importante problema nas
Unidades de Terapia Intensiva devido a alta taxa de mortalidade (40-60%). As
séries complexas de eventos inflamatorios que resultam na LPA / SDRA ocorrem
como resultado de lesdo pulmonar direta (pneumonia, aspiragao de conteudo
gastrico, inalagao toxica, contusdo pulmonar) ou indireta (sepse, trauma nao
toracico, hipertransfusdo) (Bernard et al., 1994). Os principios gerais de
tratamento da sindrome incluem a reversdo da causa subjacente, estratégias
ventilatérias para manter a oxigenagao e evitar uma maior lesdo pulmonar, além
do controle volémico. No entanto, a mortalidade na LPA / SDRA permanece
elevada, sendo a maioria das mortes causada por sepse e Sindrome de
Disfungdo Organica Multipla (MODS) (Kollef et al., 1995; Rocco et al., 2005).
Apesar das pesquisas se multiplicarem, nenhuma modalidade terapéutica
especifica, por si sO, foi capaz de reduzir a morbidade e mortalidade na LPA /
SDRA (Luce, 1998).

O uso do corticosterdide no tratamento da LPA / SDRA tem sido objeto de
interesse desde a descricdo desta sindrome (Ashbaugh et al., 1967) e seus
resultados sempre se mostraram controversos. Apesar do exato mecanismo de
acao dos esterdides na LPA / SDRA ndo estar totalmente elucidado, os
corticosteréides sido capazes de inibir potentes mediadores inflamatérios e

melhoram a morbidade e mortalidade em modelos experimentais de leséo
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pulmonar aguda induzida por bacteremia (Pitcairn et al., 1975; Modig et al., 1985),
endotoxemia (Thomas et al., 1968) e aspiragdo do conteudo gastrico (Toung et
al., 1976).

A terapia com corticosterdide na LPA / SDRA foi estudada em trés
diferentes situagdes: (1) prevengdo em pacientes com alto risco de evoluir com
LPA ou SDRA (Weigelt et al., 1985; Bone et al., 1987); (2) na fase precoce da
SDRA com altas doses e tempo reduzido (Bernard et al.,, 1987); (3) na terapia
prolongada nos casos refratarios a terapia convencional (Meduri et al., 1998a).
Nas duas primeiras situagdes, ao se utilizar altas doses dos esteroides (30 mg/kg
a cada 6h), nenhum beneficio foi demonstrado ou até mesmo ocorreu piora nos
pacientes submetidos a corticoterapia. Por outro lado, ao estudar o uso de 2
mg/kg a cada 6h de metilprednisolona na fase tardia da LPA, Meduri et al.
(1998a) demostraram uma reducgdo significativa na mortalidade do grupo que
recebeu o corticosteréide. No entanto, o estudo multicéntrico desenvolvido pelo
National Institute of Health (NIH) que avaliava os possiveis beneficios do
corticosteréide na fase tardia da LPA foi interrompido precocemente devido
aumento da incidéncia de neuropatia entre os pacientes que receberam o
corticosteroide.

Tem sido demonstrado que a patogénese da LPA / SDRA varia se o insulto
ao parénquima pulmonar é direto ou indireto (Gattinoni et al., 1998; Menezes et
al., 2005; Santos et al., 2006). No entanto, a maioria dos estudos clinicos na
terapéutica da LPA n&o considera as diferentes etilogias.

O presente trabalho visa testar a hipétese de que o corticosteréide age

diferentemente dependendo da etiologia da Lesdo Pulmonar Aguda, isto €, se
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direta ou indireta. Para tal, utilizou-se um modelo de LPA induzido por LPS de E.

coli com mesmo grau de leséo funcional (Menezes et al., 2005).
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Ill. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos respiratorios do corticosteréide em modelo experimental de

LPA direta e indireta com mesmo grau de lesao funcional.

v' Estudar a mecanica respiratéria in vivo e in vitro;

v' Estudar as alteragbes morfométricas e a celularidade total e
diferencial no parénquima pulmonar;

v" Quantificar o percentual de vasos, vias aéreas e alvéolos nos retalhos
subpleurais do parénquima pulmonar;

v" Quantificar o conteldo de fibras colagenas e elasticas (fibras
elasticas maduras, elauninicas e oxitalanicas) na fase precoce da
LPA direta e indireta e apos o tratamento;

v' Realizar a analise ultraestrutural do parénquima pulmonar;

v" Quantificar a celularidade total e diferencial e os niveis de IL-6, IL-8, e
TGF-B no fluido do lavado broncoalveolar (BALF);

v' Correlacionar os achados funcionais com as alteragbes
histopatolégicas pulmonares;

v’ Correlacionar os parametros da mecanica tecidual com o contetido de

fibras colagenas e elasticas no septo alveolar.
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Cento e noventa e quatro camundongos BALB/c, pesando entre 20 e 25 g,
foram alocados em quatro experimentos: (1) Medida da mecanica respiratoria in
vivo e in vitro e estudo histopatologico (n=36); (2) Analise do fluido do lavado
broncoalveolar (BALF) (n=140); (3) Microscopia eletrénica (n=18).

O trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Para a analise da mecanica respiratéria, trinta e seis camundongos
oriundos do biotério do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, foram anestesiados com sevofluorano e
randomicamente alocados em seis grupos, sendo submetidos aos seguintes
procedimentos:

a) Grupo CT: Seis animais receberam 0,05 mL de salina (0,9% NaCl) instilada
por via intratraqueal (i.t.).

b) Grupo CP: Seis animais receberam 0,5 mL de salina (0,9% NaCl) injetada por
via intraperitoneal (i.p.).

c) Grupo LT: Seis animais receberam solugdo contendo 10 ug de LPS E. coli
diluidos em 0,05 mL de salina instilada i.t. (LPAi.t.).

d) Grupo LP: Seis animais receberam solugédo contendo 125 ug de LPS de E.

coli diluidos em 0,5 mL de salina injetada i.p. (LPAi.p.).
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e) Grupo M-LT: Seis animais foram tratados com metilprednisolona (M), na dose
de 2 mg/kg por via endovenosa, 1 h apdés a administragcdo da solugao
contendo 10 ug de LPS de E. colii.t. (LPA i.t. + tratamento).

f) Grupo M-LP: Seis animais foram tratados com metilprednisolona, na dose de
2 mg/kg por via endovenosa, 1 h apds a administragdo da solugdo contendo
125 ug de LPS de E. colii.p. (LPA i.p. + tratamento).

Vinte e quatro horas apds a indugdo da lesdo analisou-se a mecanica
respiratoria in vivo e in vitro, e a morfometria pulmonar.

O experimento destinado a quantificagdo de células inflamatérias e
dosagem de citocinas no fluido do lavado broncoalveolar (BALF) foi realizado no
Laboratério de Imunofarmacologia, Instituto de Farmacodindmica, FIOCRUZ.
Setenta camundongos foram submetidos ao mesmo protocolo de instilagao e
injecao previamente descrito. Acrescentou-se dois grupos que receberam salina
(NaCl 0,9%), respectivamente, por via intratraqueal e intraperitoneal, sendo
tratados com metilprednisolona 1 h apés. O BALF foi analisado 24 h apds a
instilagcdo i.t. ou injecdo i.p. (n=5 para cada grupo). Dez camundongos foram
alocados nos grupos controle, LPA e LPA + tratamento, por via i.t. ou i.p., sendo o
BALF coletado 24 e 48 h apdés a indugdo da lesdo (n=5 para cada grupo,
totalizando 12 grupos, sendo 6 grupos analisados apds 24 h e o restante, apos 48
h). Este experimento foi repetido integralmente para que os resultados fossem
confirmados, totalizando 140 camundongos utilizados para este experimento.

Paralelamente, 18 camundongos foram alocados nos grupos descritos

acima (n=3 para cada grupo) para analise ultraestrutural. Esta fase do projeto foi
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desenvolvida em colaboragdo com o Departamento de Patologia da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.

IV.2. MECANICA RESPIRATORIA IN VIVO

Apbs 24 h da indugdo da lesdo pulmonar, os animais foram sedados com
diazepam (1 mg i.p.), anestesiados com pentobarbital sédico (20 mg/kg i.p.), e
uma canula (jelco n° 20) foi introduzida na traquéia. A parede toracica anterior foi
cirurgicamente removida e uma PEEP de 2 cmH,0 foi aplicada imediatamente
antes da abertura da cavidade pleural. Os animais tiveram sua musculatura
paralisada apds a administracdo de trietiliodeto de galamina (2 mg/kg i.v.) e a
ventilagao artificial foi instituida por um ventilador de fluxo constante (Samay
VR15, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguai) com frequéncia de 100
incursdes respiratérias por minuto e um volume corrente (V1) de 0,2 mL. O
ventilador foi ajustado previamente para gerar uma pausa ao final da inspiragao
de 5 segundos. Foram tomados cuidados especiais na manutengdo do volume
(Vr=0,2mL) e fluxo (V'’= 1 mL/s) constantes em todos os animais a fim de evitar
os efeitos de diferentes fluxos, volumes e duragdo da inspiracdo nas variaveis
medidas (Figura 1).

Um pneumotacégrafo (1,5 mm ID, comprimento = 4,2 cm, distancia entre
os orificios = 2,1 cm) construido de acordo com Mortola e Noworaj (1983) foi
conectado na canula traqueal para medida do fluxo aéreo (V’) e modificagdes do
volume corrente (V7). O gradiente de pressédo através do pneumotacografo foi
determinado por um transdutor diferencial de pressdo Validyne MP45-2

(Engineering Corp, Northridge, CA, EUA). A resisténcia ao fluxo do equipamento
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(Req), incluindo a canula traqueal, foi constante até fluxos de 26 mL/s, medindo
0,12 cmH,0. A pressao resistiva do equipamento (= Req.V’) foi subtraida do
sistema respiratério e das pressdes viscosas pulmonares de maneira que 0s
resultados apresentados representem valores intrinsecos. Uma vez que
modificagdes abruptas no didmetro ndo estiveram presentes no nosso circuito,
erros de medida da resisténcia ao fluxo foram provavelmente evitados (Chang et
al., 1981). A presséao traqueal (Ptr) foi medida com um transdutor diferencial de
pressao Validyne MP45-2 (Engineering Corp, Northridge, CA, EUA). Todos os
sinais foram condicionados e amplificados num poligrafo Beckman tipo R (Schiller
Park, IL, EUA). Sinais de pressao e fluxo passaram através de filtros Bessel de 8
polos (902LPF, Frequency Devices, Haverhill, MA, EUA), foram convertidos de
analogico para digital e armazenados num computador. Todos os dados foram
coletados usando o software LABDAT (RHT-InfoData Inc., Montreal, Quebec,

Canada) (Figura 1).
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Figura 1 — Montagem experimental consistindo de:

1- Cilindro de ar comprimido.

2- Rotamero de agulha.

3- Ventilador de fluxo inspiratério constante composto por duas valvulas
solendides.

4- Pneumotacografo.

5- Pecga T para medida de pressao nas vias aéreas.

6- Canula traqueal.

7- Mesa cirurgica.

8- Transdutor de pressao traqueal.

9- Transdutor diferencial de pressao para medida de fluxo.

10-Poligrafo de oito canais com amplificagéo dos sinais de V' e Ptr.

11-Filtros.

12-Conversor analogico-digital de 12 bits.

13-Microcomputador.
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IV.2.A. Método de Oclusao ao Final da Inspiragao

A mecaénica respiratéria foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da
inspiracao (Bates et al., 1985), que permite analisar separadamente os
componentes elastico, viscoso e viscoelastico e/ou inomogéneo do sistema
respiratorio.

No animal com o térax aberto, a Ptr &, na realidade, a pressao
transpulmonar (PL). Apds a oclusao das vias aéreas ao final da inspiragdo, sob
fluxo constante, ocorre uma queda subita da PL até um ponto de inflexdo (Pi,L) a
partir do qual o decaimento da pressdo assume carater mais lento, atingindo um
platd em sua porcao terminal. Esta fase de platd corresponde a pressao de
retracdo elastica do pulméo (Pel,L). A diferenga de pressdao (AP1,L) que
caracteriza a queda rapida inicial, representada pela diferenga entre a pressao
maxima inicial (Pmax,L) e o ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta
(Pi,L), corresponde ao componente viscoso pulmonar. A segunda variagdo de
pressao (AP2,L), representada pela queda lenta, do Pi ao platd (Pel,L), reflete a
pressao dissipada para vencer o componente viscoelastico e/ou inomogéneo. A
soma de AP1,L e AP2,L fornece a variagéo total de pressao no pulméao (APtot,L)
(Figura 2).

As elastancias estatica (Est,L) e dinamica (Edyn,L) do pulm&o podem,
entdo, ser obtidas dividindo-se Pel,L e Pi,L, respectivamente, pelo volume
corrente. AE,L é a diferenga entre Edyn,L e Est,L.

Para a realizacido da oclusao, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de
fechamento definido (10 ms). Como este fechamento ndo €& absolutamente

instantaneo, o volume nunca cai a zero imediatamente apdés a ocluséo,
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propiciando, assim, a existéncia de um pequeno fluxo. Este fluxo sera
responsavel pelo aumento do volume pulmonar e, consequentemente, de Pi,L e
Pel,L (Bates et al., 1987; Kochi et al., 1988). Por isso, foi feita corregdo de acordo
com Kochi et al. (Kochi et al., 1988).

As seguintes férmulas foram utilizadas na analise da mecénica pulmonar:
AP1,L = Pmax,L — Pi,L
AP2,L = Pi,L — Pel,L
APtot,L = AP1,L + AP2,L
Est,L =Pel,L/ VT
Edyn,L =Pi,L/ V7
AE,L = Edyn,L — Est,L

A resisténcia total do equipamento (Req), incluindo a cénula traqueal, foi
previamente aferida através da aplicacdo de fluxos de ar ao sistema com
concomitante registro das variagdes de pressao (AP). Umavezque R=AP/V’, a
resisténcia do equipamento corresponde ao coeficiente angular da curva APxV’. A
Req, constante até fluxos de 26 mL/s, foi de 0,12 cmH,O/mL.s. A variagao de
pressdo determinada pelo equipamento (APeq = Req.V’) foi subtraida de AP1,L
de forma que os resultados refletem propriedades mecanicas intrinsecas (Figura

2).
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Figura 2 — Método de Oclusao ao Final da Inspiracao. Registros dos sinais de
fluxo aéreo, volume (Vr) e pressao traqueal (Ptr) em fungdo do tempo. Os
pulmdes foram ventilados com V1 = 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s constantes. O
platdé foi alcangado apds uma pausa inspiratoria de 5 s. Apds a oclusado das vias
aéreas, ha uma queda rapida na Ptr (AP1) que corresponde a Pmax — Pi, pressao
dissipada para vencer o componente viscoso do pulmao, seguida por uma queda
lenta (AP2), presséo dissipada para vencer os componentes viscoelastico e/ou
inomogéneo do pulmao, até um ponto de equilibrio elastico, representada pela
pressdo de retragdo elastica pulmonar (Pel). A linha de base do registro de
pressdo corresponde a pressdo positiva ao final da inspiragdo (PEEP) de 2
cmH,0.
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IV.3. REMOGAO DOS PULMOES

Imediatamente apds a medida da mecanica respiratoria, os animais
receberam heparina 1000 Ul por via intravenosa. A traquéia foi ocluida ao final da
expiragao com um fio de algodao e a aorta abdominal e veia cava inferior foram
seccionadas, levando a uma hemorragia maciga que matava o animal. A porgao
abdominal do eséfago foi identificada e isolada, sendo presa por uma pinga
hemostatica. As estruturas do pescoco foram dissecadas com liberagdo das vias
aéreas. A pinga que prendia o esb6fago era suavemente tracionada para cima,
permitindo separa-lo das estruturas aderidas a parede toracica posterior. Com
todas as estruturas individualizadas, a traquéia foi seccionada acima do local
ligado pelo fio e, posteriormente, o eséfago foi separado do conjunto por leve
tracdo. Os pulmdes foram removidos en bloc.

O pulméo direito foi congelado por imersao rapida em nitrogénio liquido
para analise histolégica, e o pulmdo esquerdo unico foi imerso em solugado de
Krebs-Henseleith modificada (K-H), contendo (mM) 118,4 NaCl, 4,7 KCI, 1,2
K3sPOQOy4, 25 NaHCO3, 2,5 CaCl,.H,0, 0,6 MgSO4.H20, e 11,1 de glicose (Sigma

Chemical, St, Louis, MO, EUA), pH = 7,40 e 6°C.

IV.4. MECANICA RESPIRATORIA IN VITRO

Um retalho subpleural do parénquima (2x2x10 mm) foi retirado da periferia
de cada pulméo esquerdo. Os retalhos foram pesados (W), e seu comprimento
basal (L;) foi determinado com um paquimetro. O volume dos retalhos

pulmonares foi calculado por densitometria simples, como: Vol = AF/5, onde AF é

a variagao total na forga antes e apds a imersao do retalho em solugéo K-H e 6 é
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a densidade de massa da solugao K-H (1,002 g/cms) (Scherle, 1970). Os retalhos
foram colocados num banho recirculante de solugdo K-H gelada, continuamente
borbulhada com uma mistura de 95% de O, e 5% de CO, (Salerno et al., 1998;

Lopez-Aguilar et al., 1998; Rocco et al., 2001, 2003; Leite-Junior et al., 2003).

IV.4.A. Aparato experimental

Os retalhos de parénquima foram suspensos verticalmente num recipiente
contendo solucdo K-H, mantida a 37°C e continuamente borbulhada com 95% de
0O, e 5% de CO;, (Romero et al., 2001; Faffe et al., 2001; Rocco et al., 2001, 2003;
Leite-Junior, et al., 2003). Clips de metal foram fixados nas extremidades do
retalho com cianocrilato. Uma das extremidades foi conectada a um transdutor de
forca (FTO3, Grass Instruments Co., Quincy, MA, EUA), enquanto a outra foi
atada a uma haste vertical. Esta haste foi conectada a um autofalante, que
amplificava o sinal sinusoidal oriundo de um gerador de fungéo (3312A Function
Generator, Hewlett Packard, Beaverton, OR, EUA). Esta haste era conectada a
um segundo transdutor de forga (FT03, Grass Instruments Co., Quincy, MA, EUA)
por uma mola de prata com modulo de Young conhecido, o que permitia a
medida do deslocamento. Sinais de forca e deslocamento foram condicionados,
passaram através de filtros Bessel de 8 podlos (902LPF, Frequency Devices,
Haverhill, MA, EUA), convertidos de analdgico para digital e armazenados num
computador (Figura 3).

A resposta de freqiéncia do sistema foi dinamicamente estudada usando-
se molas de prata calibradas com diferentes modulos elasticos de Young.

Nenhuma dependéncia de amplitude ou diferenca de fase com a frequéncia
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foram detectadas entre 0,01 e 14 Hz. A histeresividade do sistema foi

independente da freqiiéncia e possuiu um valor < 0,003.

IV.4.B. Precondicionamento

A area de secao transversa (Ag) dos retalhos foi determinada pelo volume
e comprimento basal, de acordo com Ag = Vol/Ly (Moreto et al., 1994; Yuan et al.,
2000). A forca basal (Fg) para uma tensao de 10 g/cm2 foi calculada como Fg(g) =
10 (g/cmz).Ao(cmZ), e ajustada pelo deslocamento vertical do transdutor de forca
(Yuan et al.,, 2000). O sinal de deslocamento foi mantido em zero. Apds o
ajustamento dos sinais de for¢a e deslocamento, o comprimento da amostra (Lg)
foi medido usando-se um paquimetro. O comprimento instantaneo (L;) durante a
oscilacao em torno de Lg foi determinado por adicdo do valor de Lg e o valor do
deslocamento em qualquer tempo.

O precondicionamento foi realizado submetendo cada retalho a oscilagéo
sinusoidal por 30 minutos (freqiéncia = 1 Hz; amplitude grande o bastante para
alcangar uma tensdo maxima de 20 g/cmz). Logo apds, a amplitude foi ajustada
para 5% Lo e a oscilagdo mantida por mais 30 minutos ou até que uma curva
forgca-deslocamento estivesse estavel. A forga basal final foi aproximadamente
0,5 g. A solugcdo K-H no banho foi renovada regularmente a cada 20 minutos

(Figura 3).



45

Figura 3 — Montagem experimental para medida da mecéanica tecidual.

1-
2.
3-
4-

5-

Auto-falante.

Transdutores de forga.

Recipiente onde os retalhos de parénquima pulmonar sdo continuamente
banhados por solugao de K-H modificada.

Haste de fibra de vidro, presa ao transdutor superior por uma mola, para
medida do deslocamento.

Local onde o tecido pulmonar é acoplado.
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IV.4.C. Medida da Mecénica Tecidual

Os retalhos de parénquima foram oscilados numa amplitude de 5% de Ly,
na frequéncia de 1 Hz imediatamente apds o precondicionamento. Para calcular a
resisténcia tecidual (R), elastancia tecidual (E) e histeresividade (n), as curvas de
forgca-deslocamento foram analisadas (Lopez-Aguilar et al., 1998; Rocco et al.,
2001, 2003; Leite-Junior, et al., 2003).

A média instantédnea da area de secgao transversa (A;) foi determinada
como: A = Vol/L (cmz), onde Li € o comprimento instantdneo. A tensao
instantanea (o) foi calculada dividindo forga (g) por A..

Todos os parametros foram medidos ciclo por ciclo. A resisténcia tecidual
(R) foi determinada a partir da area contida na curva forga-deslocamento:

R = (4.H)/ [r.0.(Ac)?]]
onde H é a area de histerese da curva tensdo-deslocamento, o € a freqiéncia
angular (o = 2nf, rad/s), e Ae € o deslocamento normalizado ou variagédo de
deslocamento ciclo por ciclo dividido por Lg. A elastincia dindmica tecidual foi
determinada por:
E = (Ac;i/ Ag) cosO

onde Ac; representa a variagao ciclo por ciclo na forga, e 6 € o angulo de fase
entre forca e deslocamento [0 = sin” (4H / m.Aci.Ag)]. A histeresividade, uma
variavel empiricamente determinada que quantifica a dependéncia de processos
dissipativos nos processos elasticos (Fredberg et al., 1989), foi determinada como

n = tané.
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IV.5. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os pulmdes direitos e os retalhos do parénquima pulmonar foram
congelados através de imersao, por aproximadamente 3 minutos, em nitrogénio
liquido, retirados e mantidos em solugado Carnoy (etanol 60%, cloroférmio 30% e
acido acético 10%, por volume) a —70°C por 24 h. Apos este periodo, o material
foi desidratado progressivamente através de imersdo em solugdes com
concentracao crescente de etanol, como discriminado abaixo:

e MC-1: Etanol 70%, cloroférmio 22,5% e acido acético 7,5%, a -20°C durante
1h;

e MC-2: Etanol 80%, cloroférmio 15% e acido acético 5%, a -20°C durante 1h;

e MC-3: Etanol 90%, cloroférmio 7,5% e acido acético 2,5%, a -20°C durante 1h

e Etanol 100%, sendo mantidos a — 20°C por 1 h.

Posteriormente, os pulmdes e retalhos do parénquima pulmonar foram
mantidos a — 4°C por 24 h. Apos a fixagdo, o material foi embebido em parafina,
obtendo-se cortes histoldgicos com 3 um de espessura.

As laminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com
hematoxilina e eosina (H&E) e analisadas por microscopia Optica (Axioplan,
Zeiss, Oberkochen, Alemanha) segundo seus aspectos qualitativos e
quantitativos. Para a analise descritiva, toda a superficie da lamina foi observada
com todas as estruturas pulmonares representadas, em aumento de 100 e 400x.

A andlise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (“point-counting”) (Weibel et al., 1990), utilizando uma ocular
acoplada ao microscépio contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e 50

linhas dispostos em paralelo (Figura 4).
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Figura 4 — Reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificagdo dos
parametros morfométricos.
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Em um aumento de 200x foram avaliados dez campos aleatérios € nao
coincidentes por lamina. Foi quantificada a fracido de area ocupada por alvéolos
normais, colapsados e hiperinsuflados. A celularidade total e diferencial
(polimorfonucleares e mononucleares) no parénquima pulmonar foi quantificada
num aumento de 1000x. Nos retalhos de parénquima pulmonar foram
quantificados, pela mesma técnica descrita anteriormente e em aumento de 200x,
os percentuais de septo alveolar, vias aéreas e vasos.

As laminas também foram coradas com métodos especificos para
quantificacédo de fibras colagenas elasticas no septo alveolar. Colageno: Os
tecidos foram corados numa solugdo de Sirius Red dissolvido em solugéo
saturada de acido picrico e observados sob microscopia de luz polarizada, uma
vez que a acentuagao da birrefringéncia do colageno promovida pelo método de
polarizagao de picrosirius € especifica para estruturas colagenas (Montes, 1996).
Fibras elasticas: Dois diferentes métodos foram utilizados: método de resorcina-
fucsina de Weigert (RF) (Weigert, 1898), que permite a identificacdo de fibras
elauninicas e fibras elasticas maduras, e o método de resorcina-fucsina de
Weigert modificado com oxidagao (ORF) (Fullmer et al., 1974), que permite a
identificacao dos trés componentes do sistema de fibras elasticas (oxitalanicas,
elauninicas e elasticas maduras). As fibras oxitalanicas foram calculadas
subtraindo a quantidade de fibras dadas pelo método RF dos valores encontrados

pelo método ORF.
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IV.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para a analise da microscopia eletronica foram retirados dois fragmentos
de parénquima pulmonar (0,2x0,2x0,2 cm). Os fragmentos foram colocados em
glutaraldeido com tampéo fosfato preparado a 2%, por 2 h, sendo posteriormente
colocados em sacarose. Os espécimes permaneciam em solucdo de sacarose
até o processamento, constituida de 4,5 g de NaCl e 8,9 g de sacarose diluidos
em 500 mL de agua destilada. A seguir os fragmentos foram imersos em solugao
de tetréxido de ésmio (0,405 a 1% de agua, contendo 106 ou 133 mg de
sacarose por mL) por 2 h. Apds a lavagem em agua bidestilada as preparagdes
foram colocadas na geladeira em solugao aquosa 0,5% de acetato de uranila
contendo 106 a 133 mg de sacarose, por um tempo médio que variou de 2 a 24
h. O processo foi continuado, efetuando-se a desidratacdo em concentragdes
crescentes de alcool etilico, progredindo gradativamente até alcool absoluto,
sendo entdo passado em oxido de propileno por 15 minutos (2 vezes). Iniciando a
fase de embebicdo, as amostras foram colocadas em misturas de partes iguais
de Oxido de propileno e resina. Os frascos contendo os fragmentos foram
colocados para girar (1 rotagao a cada 4 minutos, por 1 hora). Posteriormente, as
pecas foram colocadas por 16 h em resina, com a seguinte composigédo: 10 mL
de araldite (Cy-205), 8 mL de endurecedor DDSA (anidrido de acido doxecenil
succinico), 0,5 mL de acelerador (N-benzil dimetilamina) e 0,1 mL de plastificante
(dibutilftaltato).

Ao término de 16 h, as amostras foram colocadas em moldes de silicone

com nova resina, para polimerizagao em estufa a 60°C, por 5 dias.
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Concluida a polimerizacdo, os espécimes foram aparados e cortes
semifinos foram obtidos com o ultra-micrétomo Porter Blum MT2. Tais cortes,
com 0,5 um de espessura foram montados em laminas de vidro e corados com
uma mistura de azul de metileno a 1% e azur Il, em partes iguais e a quente.
Nestes cortes, selecionou-se areas representativas das lesdes. De cada
espécime, 2 blocos contendo aproximadamente 10 fragmentos cada um, foram
submetidos a analise para selec¢ao dos cortes ultrafinos.

Para o estudo ultraestrutural, os cortes ultrafinos com espessura em torno
de 90 milimicrémetros foram contrastados pelo acetato de uranila a 2% durante
30 minutos e, finalmente, por citrato de chumbo por 10 minutos. A observagcao
dos cortes e as eletromicrografias foram realizadas em microscépio eletrénico

JEOL.

IV.7. ANALISE DO LAVADO BRONCOALVEOLAR
IV.7.A. Analise leucocitaria

Os camundongos destinados a este experimento foram sacrificados numa
camara de CO,. Posteriormente, foram exsangulinados conforme descrito
anteriormente, traqueotomizados, e uma canula acoplada a agulha de uma
seringa de 1 mL foi introduzida na traquéia dos animais. A seringa estava cheia
com solucéo salina estéril (0,9% NaCl) e o fluido do lavado broncoalveolar (BALF)
foi retirado pela administracdo via canula traqueal de 0,5 mL de salina, por 8
vezes. A manobra era considerada satisfatéria quando fosse possivel resgatar
cerca de 70% do volume administrado. Apds a centrifugacéo de 100 uL do lavado

broncoalveolar, a contagem de leucdcitos totais foi realizada em camaras de
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Neubauer sob microscopia 6ptica apds diluicdo das amostras em solucio de Turk
(2% de acido acético). A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em

esfregaco corado pelo método de May-Grunwald-Giemsa.

IV.7.B. Dosagem de citocinas

O restante do volume coletado foi utilizado para detecgdo e quantificagao
de IL-6, KC (IL-8) e TGF-B (Pharmingem). As dosagens foram obtidas por ensaio
ELISA-sanduiche, de acordo com as instru¢gdes do fabricante, com pares de
anticorpos monoclonais (captura e detecgdo), utilizando-se strepto-avidina
conjugado a fosfatase alcalina e paranitrofenol fosfato como substrato. As leituras
foram realizadas com filtros de 405 nm. Citocinas recombinantes foram utilizadas

para obtencio de curvas-padrao.



53

IV.8. ANALISE ESTATISTICA

Os parametros mecanicos, histopatoldgicos e do BALF dos grupos C, L e
M-L nas lesbes direta ou indireta foram comparados pela analise de variancia
considerando-se 2 fatores: etiologia da les&o e uso ou ndo de esterdide (Two-way
ANOVA).

Para a comparacgéao entre os grupos utilizou-se One-way ANOVA.

Caso multiplas comparagdes fossem necessarias, o teste de Tukey era
aplicado.

A relagdo entre parametros mecanicos e morfométricos foram avaliados
pela correlagao de Spearman. Em todos os testes, o nivel de significancia foi 5%.

A analise estatistica foi realizada com SigmaStat 2.0 (Jandel Scientific, San

Rafael, CA, EUA).
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V. RESULTADOS

O volume, o fluxo e o tempo inspiratério (Ti) foram similares nos 6 grupos

(Tabela 1).

Tabela 1. Fluxo, volume (V1) e tempo inspiratorio (Ti)

GRUPOS FLUXO Vr T
CpP 1,00 + 0.01 0,20 + 0,01 0,20 + 0,01
LP 1,01 £0,01 0,20 + 0,01 0,20 + 0,01
M-LP 1,00 + 0,01 0,20 + 0,01 0,20 + 0,01
CT 1,04 + 0.01 0,21 + 0,01 0,20 + 0,01
LT 1,01 £ 0,02 0,21+ 0,01 0,20 + 0,01
M-LT 1,01 £0,02 0,20 £ 0,01 0,20 £ 0,01

Os valores correspondem a média + EPM de 8 a 10 afericbes por cada
camundongo 24 h apds a administragcdo de salina (C) ou LPS de E. coli (L).
Metilprednisolona (2 mg/kg i.v.) foi administrada 1 h apds a indugao da lesao (M).
P: Injecao intraperitoneal; T: Instilagao intratraqueal.

A administracdo de LPS tanto por via intratraqueal como por via
intraperitoneal acarretou aumento similar nos valores de AP1, AP2, APtot, AE, Est
e Edyn (Figuras 5 e 6). No entanto, o corticoide foi capaz de modificar a mecénica
somente na LPA por via direta, sendo os valores da mecanica in vivo similares no
grupo M-LT e CT. O uso do corticosterdide nédo atenuou as alteragdes da
mecanica in vivo quando LPS E. coli foi injetado intraperitonealmente (Figuras 5 e

6).
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Figura 5 — Elastancias estatica (Est), dinamica (Edyn) e variagdo de elastancia
(AE) nos grupos controle (C), submetido a LPA (L) e tratado com
metilprednisolona (2 mg/kg i.v.) 1 h apds a indugao da leséo (M-L). T: instilagéo
intratraqueal; P: injecéo intraperitoneal. Valores correspondem a média + EPM de
6 animais (8-10 determinagbes/animal). *Significativamente diferente de C; #
Significativamente diferente de L (p < 0,05).
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Figura 6 — Variacdo das pressdes viscosa (AP1), viscoelastica (AP2) e total
(APtot) nos grupos controle (C), submetido a LPA (L) e tratado com
metilprednisolona (2 mg/kg i.v.) 1 h apds a indugao da leséo (M-L). T: instilagéo
intratraqueal; P: injecéo intraperitoneal. Valores correspondem a média + EPM de
6 animais (8-10 determinagbes/animal). *Significativamente diferente de C; #
Significativamente diferente de L (p < 0,05).
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Os valores de E, R e n na freqiéncia de 1 Hz sdo mostrados na tabela 2.
E, R e n se elevaram similarmente nos grupos LT e LP. Também ndo houve
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos CT e CP, e M-LT e M-LP.
O uso do corticosterdide atenuou os valores de E, R e n independentemente da

etiologia da lesao pulmonar.

Tabela 2. Elastancia (E), resisténcia (R) e histeresividade (n) do tecido pulmonar.

GRUPOS E (N'm%10%) R (N.s/m%10% n
CcP 1,01 £ 0,06 0,92 + 0,06 0,064 + 0,002
LP 1,48 £ 0,07 * 1,48 £ 0,08 * 0,076 = 0,001*
M-LP 1,13+ 0,11 1,12+ 0,11 0,074 + 0,002*
CT 1,00 £ 0,08 0,93 + 0,06 0,064 + 0,001
LT 1,51 £ 0,04 ** 1,46 £ 0,06 ** 0,077 £ 0,003**
M-LT 1,17 £ 0,08 1,14 + 0,06 0,075 £ 0,003**

Os valores correspondem a média + erro padrao da média (EPM) de 6 animais
em cada grupo, 24 h apds ser administrado salina (C) ou LPS de E. coli (L).
Metilprednisolona (2 mg/kg i.v.) foi administrada 1 h apds a indugao da lesao (M).
P: injecao intraperitoneal; T: instilagéo intratraqueal. * Significativamente diferente
de CP; ** Significativamente diferente de CT (p < 0,05).
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As médias (+ EPM) da porcentagem das areas normais, colapsadas e
hiperinsufladas sao mostradas na Tabela 3. A fragcdo de area de colapso alveolar
aumentou de CT e CP para LT e LP, respectivamente. O uso do corticosterdide
reduziu o colapso alveolar preferencialmente em M-LT do que M-LP. Este fato
pode ser observado também na Figura 7, a partir da analise qualitativa do
parénquima pulmonar. Nota-se aumento da celularidade e edema intersticial apos

a indugédo da lesdo pulmonar.

Tabela 3. Morfometria pulmonar

GRUPOS Areas Normais Colapso Hiperinsuflagao

(%) Alveolar (%) Alveolar (%)
CP 92,11 +£ 0,27 7,18 £ 0,52 0,70 £ 0,52
LP 77,69+ 1,50 * 2219+1,32* 0,12 £ 0,26
M-LP 84,71+ 2,18 *# 14,50 + 2,23 *# 0,79 £ 0,77
CT 90,97 £ 2,74 8,95+ 2,65 0,09 £ 0,19
LT 77,64 +4,05* 22,36 +4,05* 0,00 £ 0,00
M-LT 88,20+ 1,14 # 11,42 + 1,02 # ** 0,38 £ 0,39

Os valores correspondem a média + erro padrédo da média (EPM) de 6 animais
por grupo. Foram estudados 10 campos por |lamina para cada camundongo 24 h
apos ser administrado salina (C) ou LPS de E. coli (L). Metilprednisolona (2 mg/kg
i.v.) foi administrada 1 h apds a indugao da lesao (M). P: injegao intraperitoneal;
T: instilagéo intratraqueal. *Significativamente diferente de C; # Significativamente
diferente de L; ** Significativamente diferente do grupo M-LP (p < 0,05).
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Figura 7 — Fotomicrografia de parénquima pulmonar corado em H&E de animais
que receberam salina por via i.p. (CP) e i.t. (CT), LPS i.p. (LP) e i.t. (LT), e apos
tratamento com Metilprednisolona (M-LP e M-LT).
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O percentual de celularidade total e diferencial por unidade de septo do
parénquima pulmonar € demonstrado na Figura 8. A celularidade total e a
quantidade de células polimorfonucleares no parénquima pulmonar aumentaram
similarmente de CT e CP para LT e LP, respectivamente, e diminuiram nos
grupos M-LT e M-LP. No entanto, a redugédo da celularidade foi mais intensa no
grupo M-LT quando comparado com M-LP. A quantificacdo das células

mononucleares foi similar em todos os grupos.
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Figura 8 — Percentual de celularidade total e diferencial por unidade de septo no
parénquima pulmonar (aumento de 1000x). Os valores correspondem a média +
erro padrao da média (EPM) de 6 animais por grupo. C: Controle; L: LPS E. coli;
M-L: Metilprednisolona (2 mg/kg i.v.) 1 h apd6s a indugédo da lesdo pulmonar. P:
injecdo  intraperitoneal; T: instilagdo intratraqueal. @ PMN:  Células
polimorfonucleares; MN: Células mononucleares. *Significativamente diferente de
C; # Significativamente diferente de L; ** Significativamente diferente de M-LP (p
<0,05).



61

Os valores da celularidade no fluido do lavado broncoalveolar (BALF) séo
mostrados na Tabela 4. Observa-se aumento da celularidade total as custas de
neutréfilos apenas na lesdo pulmonar aguda direta (LT), que foi atenuado com o

uso do corticosteréide (M-LT).

Tabela 4. Celularidade total e diferencial no fluido do lavado broncoalveolar

GRUPOS Celularidade Total Macréfagos Neutréfilos Eosinofilos
(n° células x (%) (%) (%)
10°/mL)
CcP 1,68 + 0,55 98,6 +1,5 0,4+0,5 0,0+0,0
LP 1,37 + 0,34 99,5+0,5 0,5+0,5 0,0+0,0
M-LP 0,96 + 0,16 98,6 +1,7 1,4 +1,74 0,0+£0,0
CT 1,70 £ 0,40 97,0+2,8 28+25 0,2+0,4
LT 11,92 +4,70* 17,0 + 6,7 83,0 +6,7* 0,0+0,0
M-LT 3,14 + 1,46 # 63,2 + 27, 4*# 36,6 + 27,6™# 02+04

Os valores correspondem a média + erro padrédo da média (EPM) de 6 animais
por grupo. Realizou-se analise de 10 campos por lamina para cada camundongo
24 h apés ser administrado salina (C) ou LPS de E. coli (L). Metilprednisolona (2
mg/kg i.v.) foi administrada 1 h apds a indugdo da lesdo (M). P: injegéo
intraperitoneal; T: instilagdo intratraqueal. *Significativamente diferente de CT; #
Significativamente diferente de LT (p< 0,05).
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Como o grau de lesao pulmonar é similar com a indug¢ao da les&o direta ou
indireta, a celularidade e a dosagem de citocinas no BALF poderiam sofrer
alteragdes unicamente devido a um componente temporal. Logo, IL-6, KC e TGF-
B foram dosados no BALF 24 e 48 horas apdés a indugcdo da leséo, e os
resultados s&o mostrados nas Figuras 9 a 11.

IL-6 e KC aumentaram de forma mais significativa no grupo LT do que em
LP, e o corticosteroide foi capaz de reduzir seus valores apenas no grupo M-LT.
Os valores de TGF-B aumentaram tardiamente apenas no grupo de lesdo

pulmonar por via direta, ndo sendo modificado com o uso do corticosteréide.
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Figura 9 — IL-6 nos grupos controle (C), submetido a LPA (L) e tratado 1 h apds a
indugao da lesdo (M-L). Valores correspondem a média + EPM de 6 animais por
grupo. As dosagens foram realizadas 24 e 48 h apds a administragéo de salina
ou LPS de E. coli. T: instilacdo intratraqueal; P: injecdo intraperitoneal. *
Significativamente diferente de C; # Significativamente diferente de L. (p<0,05)
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Figura 10 — KC nos grupos controle (C), submetido a LPA (L) e tratado 1 h apés
a inducgédo da lesdo (M-L). Valores correspondem a média = EPM de 6 animais por
grupo. As dosagens foram realizadas 24 e 48 h apos a administragéo de salina
ou LPS de E. coli. I. instilagdo intratraqueal; P: injegdo intraperitoneal. *
Significativamente diferente de C; # Significativamente diferente de L. (p<0,05)
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Figura 11 — TGF-B nos os grupos controle (C), submetido a LPA (L) e tratado 1 h
apos a inducdo da lesdo (M-L). Valores correspondem a média + EPM de 5
animais por grupo. As dosagens foram realizadas 24 e 48 h apds a administragéo
de salina ou LPS de E. coli. |: instilagéo intratraqueal; P: injecao intraperitoneal. *
Significativamente diferente de C (p < 0,05).
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A quantificacdo de fibras colagenas e elasticas no septo alveolar é
mostrada na Tabela 5 e a analise qualitativa pode ser visualizada nas Figuras 12
e 13. O conteudo de fibras colagenas elevou-se similarmente nos grupos LT e
LP. Nao houve alteragdo do conteudo de fibras oxitalanicas ou de elauninicas e

elasticas maduras entre os grupos.

Tabela 5. Quantificagcédo de fibras colagenas e elasticas no septo alveolar de
camundongos submetidos a les&o pulmonar por via indireta e direta.

GRUPOS COL RF ORF o
CP 0,017 £ 0,00 0,209 £ 0,02 0,351 £ 0,01 0,142 £ 0,01
LP 0,051 £0,01* 0,185 £ 0,02 0,359 £ 0,02 0,174 £ 0,03
M-LP 0,020 £ 0,01 0,233 £ 0,01 0,352 £ 0,02 0,119 £ 0,02
CT 0,016 + 0,01 0,208 + 0,01 0,399 + 0,03 0,191 £ 0,03
LT 0,049 +0,01* 0,207 + 0,01 0,385+ 0,03 0,178 £ 0,03
M-LT 0,020 + 0,02 0,222 + 0,02 0,355 + 0,02 0,133+ 0,03

Os valores representam a média + erro padrdo da média (EPM) de camundongos
(n=6/grupo) submetidos a inje¢ao intraperitoneal (P) ou a instilagédo intratraqueal
(T) de salina (C) ou LPS de E. coli (L). M-L: Metilprednisolona (2 mg/kg i.v.)
administrada 1 h apés a indugdo da lesdo. COL: Fibras colagenas; RF: Fibras
elasticas maduras e elauninicas; ORF: Fibras elasticas maduras, elauninicas e
oxitalanicas (O). *Significativamente diferente de C (p<0,05)
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Figura 12 — Fotomicrografias de parénquima pulmonar (aumento 200x) coradas
com Sirius Red e observadas sob microscopia de luz polarizada. C: Controle; L:
LPS E. coli; M-L: Metilprednisolona 1 h apds a indugéo da lesdo pulmonar. P:
injecao intraperitoneal; T: instilagao intratraqueal.
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Figura 13 — Fotomicrografias de parénquima pulmonar (aumento 200x) coradas
com o método de resorcina-fucsina de Weigert. C: Controle; L: LPS E. coli; M-L:
Metilprednisolona 1 h apdés a indugdo da lesdo pulmonar. P: injecao
intraperitoneal; T: instilagao intratraqueal.
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As alteragbes ultraestruturais sdo demonstradas nas Figuras 14 a 16. O uso do
LPS instilado diretamente no espaco alveolar (grupo LT) causou lesdo direta
dos penumocitos tipo Il, hiperdistensao ductal, proliferacdo de fibroblastos ao
longo dos septos alveolares, deposicdo de fibras colagenas tipo Ill e
recrutamento de neutrofilos para o espago alveolar. No entanto, o endotélio
permaneceu integro. O grupo M-LT apresentou inicio de regeneracao dos
pneumdcitos tipo Il, reducdo do conteudo de colageno tipo Il no septo alveolar,
apoptose de fibroblastos e diminuicao do recrutamento de neutrdéfilos. Por outro
lado, as alteracdes foram menos pronunciadas apds a inducdo da lesao
pulmonar por via indireta. No grupo LP observou-se auséncia de lesdo de
pneumdacitos tipo I, poucos fibroblastos e similar deposicéo de fibras colagenas,
mas com pichose nuclear intensa em células endoteliais. O corticosterdide

atenuou as poucas alteragdes ultraestruturais encontradas.
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Figura 14 — Fotomicrografias eletronicas na lesdo pulmonar aguda por via direta
(LT). A: Evidencia-se proliferagdo de macréfagos (M) em atividade, destruigdo
da membrana basal (MB) e apoptose de células epiteliais, e abundante edema
intersticial (INT). B: Observa-se a presenca de polimorfonucleares (PMN) e
destruicdo da barreira alvéolo-capilar (seta). Pl: pneumdcitos tipo |, PIl:
pneumocitos tipo II; CAP: capilar; ALV: alvéolo.
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Figura 15 — Fotomicrografia eletrénica na lesao pulmonar aguda por via indireta
(LP). As alteragdes ultraestruturais sdo mais ténues do que quando induzidas por
via direta. A: Auséncia de destruicdo importante na barreira alvéolo-capilar (seta),
com poucas alteragdes morfoldgicas. B: Observa-se edema intersticial (*). PII:
pneumacitos tipo Il; CAP: capilar; ALV: alvéolo; INT: intersticio.



72

v -
k- 1 T Fe
S S
i
Pll 9
. Regeneragio !’
@ endotelial &
s

Figura 16 — Fotomicrografia eletronica de animais tratados com metilprednisolona
(2 mg/kg i.v.) 1 h apds a indugéo da lesdo pulmonar por via direta (A) ou indireta
(B). A: Grupo M-LT, evidenciando apoptose de fibroblastos e de células
inflamatorias. B: Grupo M-LP, demonstrando-se o reparo das células endoteliais.
PIl: pneumdcitos tipo Il.
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A Tabela 6 demonstra o coeficiente de correlacido e o p valor entre os
parametros funcionais e morfoldgicos do pulmao. Os valores de percentual de
colapso alveolar foram correlacionados com as alteragées na elastancia estatica
€ na pressao viscoelastica e/ou inomogénea do pulmao. Ao mesmo tempo, as
alteragdes na elastancia e resisténcia teciduais foram correlacionadas com o
percentual de polimorfonucleares e a quantificagdo de fibras colagenas no septo
alveolar. Constatou-se que Est e AP2 se correlacionaram com a fragao de area
de colapso, enquanto que E e R se correlacionaram com o percentual de

polimorfonucleares e o conteudo de fibras colagenas.

Tabela 6. Correlagéo entre parametros funcionais e morfolégicos

Colapso (%)

T P
Est (cmH,O/mL) 0,672 (0,002) 0,664 (0,003)
AP2 (cmH,0) 0,500 (0,034) 0,526 (0,025)
PMN (%) Colageno (pm?/um)
T P T P

E (N/m%10%) 0,752 (<0,001) 0,725 (<0,001) 0,495 (0,048) 0,531 (0,023)

R (N.s/m%.10%) 0,790 (<0,001) 0,901 (<0,001) 0,625 (0,008) 0,535 (0,022)

P: injecéo intraperitoneal; T: instilagao intratraqueal; Est: Elastancia estatica do
pulmao; AP2: Pressao viscoelastica e/ou inomogénea do pulmao; E: Elastancia
tecidual; R: Resisténcia tecidual; PMN: percentual de polimorfonuclear no septo
alveolar.

P valor € mostrado entre parénteses.
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VI. DISCUSSAO

A Lesao Pulmonar Aguda (LPA) e a Sindrome do Desconforto Respiratério
Agudo (SDRA) foram caraterizadas desde sua descricdo como uma condi¢cao
clinica associada a presencga de inflamacdo e aumento da permeabilidade da
barreira alvéolo-capilar, levando ao acumulo de exudato alveolar, infiltrado
alveolar neutrofilico e hemorragia (Bernard et al.,, 2005). Acreditava-se
inicialmente que a SDRA seria a forma mais grave de um espectrum de lesao
pulmonar causada por mecanismos uniformes, os quais seriam independentes da
doenca precipitante. Estes primeiros estudos relataram que a resposta pulmonar
a injuria era estereotipada, caracterizada pelo dano alveolar difuso (DAD), com a
transicdio de dano alveolar agudo para uma fase fibroproliferativa,
independentemente da causa inicial (Tomashefski, 2000). No entanto, a maioria
destes estudos patoldégicos analisou as alteragbes pulmonares na fase tardia da
lesdo, quando estas ja estavam estabelecidas.

As possiveis diferencas entre a LPA direta e indireta podem estar
relacionadas a gravidade da lesdao. Além disso, € possivel que injurias diretas e
indiretas do parénquima pulmonar coexistam, tornando-se dificil a avaliagdo das
duas entidades separadamente. Neste contexto, utilizamos modelos de LPA
direta e indireta com mesmo grau de alteragdo funcional independentemente da
etiologia da lesdo (Menezes et al.,, 2005), o que pode ser visto por alteragdes
similares na mecanica pulmonar entre os grupos LT e LP (Figuras 5 e 6). Para tal,
doses diferentes de lipopolissacarideo (LPS) de E. coli foram administradas por

via intratraqueal e intraperitoneal (Menezes et al., 2005).
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VI.1. ALTERAGOES DA MECANICA PULMONAR IN VIVO E IN VITRO

O método utilizado na determinacdo da mecanica pulmonar (Bates et al.,
1985; Bates et al., 1988) foi o de oclusao ao término da inspiragao, que fornece
informacgdes individualizadas sobre o componente pulmonar, permitindo a analise
dos seus componentes elastico, resistivo e viscoelastico e/ou inomogéneo.

As resisténcias pulmonares sdo dependentes do fluxo e volume (Kochi et
al., 1988). Em condicdes de isovolume, as resisténcias viscosas do pulméo e do
sistema respiratério aumentam linearmente com o aumento do fluxo, enquanto
que o componente resistivo relacionado a dissipagdo de energia para vencer o
componente viscoelastico e/ou inomogéneo, diminui exponencialmente. Esse
comportamento se reflete na resisténcia pulmonar total, que € maior em baixos
fluxos do que em fluxos intermediarios. Na situacéo de isofluxo, aumentando-se o
volume, as resisténcias viscosas pulmonar e do sistema respiratério decrescem,
enquanto que a viscoelastica se eleva (D’Angelo et al., 1989; Kochi et al., 1988).
Por esta razdo, em nosso trabalho o volume, o fluxo e o tempo inspiratério (Ti)
foram mantidos constantes durante todo o tempo em que os animais foram
submetidos a ventilagdo mecanica (Tabela 1).

Estudos prévios em humanos investigaram pacientes com LPA indireta
relacionada a causas abdominais. Eles dividiram os parametros mecanicos do
sistema respiratorio nos componentes de pulmao e parede toracica e observaram
um significativo aumento na elastédncia da parede toracica secundaria ao
aumento da pressédo intraabdominal (Gattinonni et al., 1998; Pelosi et al., 2003;

Quintel et al., 2004). Entretanto, nosso trabalho analisou apenas o componente
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pulmonar do sistema respiratério, uma vez que a parede toracica dos animais era
aberta imediatamente antes da medida dos parametros mecanicos.

Recentemente, Quintel et al. (2004) observaram que o aumento da
pressao intraabdominal elevou a quantidade de edema pulmonar em presenga da
ruptura da barreira alvéolo-capilar. Apesar de ndo termos medidos a presséo
intraabdominal em nossos animais, acreditamos n&o ter ocorrido aumento da
pressdo abdominal ja que nao foram observadas qualquer distensdao abdominal
ou ascite no momento da analise funcional.

As elastancias estatica e dindmica, e as pressoes resistiva e viscoelastica
e/ou inomogénea do pulmdo aumentaram similarmente em ambos os grupos de
LPA (Figuras 5 e 6). Estudos prévios descreveram alteragdes na resisténcia e
elastancia na LPA resultantes da reducdo da capacidade residual funcional
devido ao preenchimento alveolar (Grossman et al., 1980; Gregory et al., 1991).
O aumento da pressao viscoelastica e/ou inomogénea sugere a presenga de
heterogeneidades que podem ser devido a muitos fatores: colapso alveolar e
hiperdistenséo, edema e inflamagao com infiltragao de neutrdfilos.

Em nosso estudo, o uso do corticosterdide na fase aguda da LPA impediu
as alteragbes na mecanica pulmonar somente na LPA direta. E possivel que seu
efeito benéfico funcional esteja relacionado ndo apenas a melhora do processo
inflamatorio, como também por inibigdo da fibrogénese (Meduri et al., 1991;
Meduri et al., 1995).

Para se estudar quais fatores estariam envolvidos especificamente com as
propriedades mecéanicas do parénquima pulmonar, utilizamos como modelo o

retalho do parénquima pulmonar. Varios autores utilizam-no para o estudo das
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propriedades mecanicas e farmacolégicas da periferia do pulmao (Goldie et al.,
1982; Bertram et al., 1983; Goldie et al., 1984; Moretto et al., 1994; Romero et al.,
2001). Para tal, € necessario que o retalho do parénquima seja adquirido da
regido subpleural. Ludwig et al. (Ludwig et al., 1994) demonstraram que a
proporcdo de pequenas vias aéreas, vasos e septos alveolares influenciavam
pouco no comportamento mecanico de retalhos pulmonares subpleurais. No
entanto, Salerno et al. (Salerno et al., 1995), estudando cortes de parénquima
proximais e periféricos, concluiram que o aumento da proporg¢ao de vias aéreas
em tecidos proximais era capaz de interferir nas propriedades mecanicas
oscilatérias durante a inducdo de constricgdo. Dessa forma, os retalhos de
parénquima obtidos da regido subpleural possuem menos vias aéreas e vasos do
que os obtidos proximalmente, e apenas retalhos subpleurais podem ser
utilizados como modelo para o estudo da mecéanica do parénquima pulmonar.

O entendimento dos fatores teciduais que podem contribuir para o
comportamento histerético é dificultado pela heterogeneidade das estruturas que
compdem o parénquima pulmonar e pela complexa interacdo entre elas
(Fredberg et al., 1989; Ludwig et al., 1994). Varios fatores estao implicados como
contribuintes potenciais para a histerese: (1) alteragdes no comportamento da
interface ar-liquido (Mead et al., 1957; Bachofen et al., 1970; Bachofen et al.,
1987); (2) interagdes entre os componentes da matriz extracelular, isto €&, fibras
colagenas, elasticas e proteoglicanos (Mijailovich et al., 1993; Yuan et al., 2000;
Romero et al.,, 2001, Rocco et al., 2001; 2003; 2004); (3) modificagdes das
propriedades histeréticas dos elementos contrateis localizados no parénquima e

nas pequenas vias aéreas (Kapanci et al., 1974; Romero et al., 1998, Xisto et al.,
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2005); (4) alteracbes no mecanismo de recrutamento-desrecrutamento dos
espacoes alveolares durante o ciclo respiratério (Smaldone et al., 1983).

Freqlientemente as amostras teciduais sdo precondicionadas e inseridas
num recipiente contendo uma solugdo nutridora. Neste caso, importantes
mecanismos que contribuem para a histerese in vivo, tais como a interface ar-
liquido e areas de microatelectasias, ndo estdo presentes quando o tecido
pulmonar é estudado in vitro (Leite-Junior et al., 2003). Consequentemente, o
tecido pulmonar é considerado um modelo para o estudo dos elementos
contrateis e da interagcdo entre as fibras colagenas, elasticas e proteoglicanos da
matriz extracelular.

O corticosterdide foi capaz de atenuar as modificagdes da mecénica
tecidual e impedir a fibrogénese tanto na LPA direta como indireta. Logo, os
mecanismos de acao do corticosterdide ao inibir a proliferacao de fibroblasto e a

deposigao de fibras colagenas ndo parecem depender da origem da lesao.

VI.2. ANALISE HISTOLOGICA

A analise da microscopia Optica mostrou incremento similar no colapso
alveolar e celularidade tecidual 24 h apés a indugao da lesdo independentemente
da etiologia. Entretanto, a analise da microscopia eletrbnica na LPA direta
evidenciou uma extensa injuria do epitélio alveolar, lesdao de pneumdcitos tipo |,
pneumacitos tipo Il intumescidos e fragmentados (corpos lamelares no espago
alveolar), endotélio intacto, recrutamento de neutrofilos para o espago alveolar,

proliferacdo de fibroblastos no septo alveolar e a presencga de fibras colagenas
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tipo Il e membranas hialinas. No grupo LPA indireta foi observado edema
instersticial e a presenca de colageno tipo Il e pneumacitos | e Il intactos.

Hoelz et al. (2001) descreveram diferengas entre as lesées pulmonares na
LPA direta e indireta e observaram predominio de colapso alveolar, exsudato
fibrinoso e edema da parede alveolar na LPA direta. Ao mesmo tempo,
identificaram que as diferengas morfoldgicas entre as sindromes direta e indireta
foram principalmente quantitativas em extensao e distribuidas de acordo com a
doenca subjacente. Entretanto, Hoelz et al. (2001) usaram tecidos de biépsias de
pacientes, os quais possuem uma série de limitagdes: as alteragcdes do
parénquima pulmonar sdo heterogéneas; a dificuldade de obter tecido pulmonar
de pacientes na fase aguda, o que contribuiu para que a doenga subjacente
tivesse diferentes evolugcbes até a morte do paciente; a presenca de lesao
associada a ventilagdo mecéanica e pneumonia mesmo quando o insulto inicial era
indireto. Neste contexto, nosso modelo murino de LPA direta e indireta ndo
possui estas limitagdes.

O corticosteréide reduziu o colapso alveolar e a celularidade tanto na LPA
direta como na indireta. No entanto, a reducdo foi mais pronunciada na LPA
causada por lesdo direta do epitélio alveolar. Quando estes resultados sao
comparados com o0s pardmetros mecanicos in vivo, seria esperado que a
atenuacgao dos valores do colapso alveolar fosse menor do que o observado no
grupo da LPA indireta. Esta aparente discrepancia pode ser explicada devido ao
fato de que a mecanica respiratéria ndo € um método suficientemente sensivel

para captar pequenas modificacdes de colapso alveolar.
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A lesao do epitélio alveolar, como ocorre na fase aguda da LPA direta, leva
ao preenchimento dos espacos alveolares por edema, dificultando o transporte de
oxigénio para o sangue e, consequentemente, shunt pulmonar e hipoxemia grave
nao responsiva a oxigenoterapia (Dada et al., 2003). Por esta razdo, o grau de
lesdo epitelial alveolar € um importante fator para predizer a evolugdo da
sindrome (Matthay et al., 1990), e varios estudos sugerem que estratégias
visando reduzir o edema pulmonar estdo associadas com diminuicdo do tempo
de internacdo na Unidade de Terapia Intensiva e da taxa de mortalidade
(Sznajder et al., 2001; Ware et al., 2002).

A quantificacdo da celularidade no BALF (Tabela 4) evidencia o
preenchimento do espaco alveolar por um infiltrado neutrofilico pronunciado na
LPA direta, o que ndo ocorre na LPA indireta. Por outro lado, o aumento da
celularidade no septo alveolar independe da origem da les&o, e o corticosterdide
foi capaz de reduzir o recrutamento de neutréfilos para o parénquima pulmonar
tanto na lesdo direta como na indireta. No entanto, esta redugédo €& mais
pronunciada na LPA direta (Figura 8). Estes achados sugerem que a agao do
corticosteréide depende do compartimento pulmonar envolvido, sendo mais

efetivo quando a leséo primaria é epitelial.

VL1.3. INFLAMAGAO

Os niveis de citocinas inflamatorias (IL-6 e KC) no BALF foram
quantificados e correlacionados com a funcdo pulmonar e morfometria. Apesar
das alteragbes funcionais e morfolégicas pulmonares terem sido similares

independentemente da etiologia da lesdo, a injuria direta apresentou resposta
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inflamatoéria mais pronunciada (Figura 9 e 10). Estes achados estdo em
conformidade com estudos prévios (Menezes et al., 2005), evidenciando que os
mecanismos subjacentes vistos sédo diferentes nas duas condigbes, e que isto
pode influenciar o tratamento.

O LPS é capaz de interagir com leucécitos e outras células, tais como as
endoteliais, e modula seus efeitos patolégicos através da indugao de segundos
mensageiros, tais como as citocinas (Ware and Matthay, 2000, Menezes et al.,
2005). Consequentemente, era de se esperar que na LPA indireta o LPS
interagisse inicialmente com células localizadas no peritbneo, e que estas
produzissem citocinas que surgiriam elevadas mais tardiamente no BALF. Dessa
forma, as diferengas na dosagem de citocinas entre os grupos com leséo
pulmonar direta e indireta poderiam ocorrer apenas devido ao fator temporal.
Para elucidar esta questédo, a dosagem de citocinas no BALF foi realizada 24 e 48
horas apds a indugéo da lesao, confirmando que existe uma resposta inflamatodria
mais intensa na LPA direta em comparagédo a indireta, independentemente do
tempo de analise e a despeito das alteragdes funcionais serem similares.

O NF-xB é um fator de transcrigdo fundamental no desenvolvimento da
resposta inflamatéria neutrofilica secundaria a lesdo tecidual. E encontrado
essencialmente em todos os tipos celulares e esta envolvido na ativagédo de
varios genes alvos (Rhen e Cidlowski, 2005). O corticosteréide inibe a transcricao
de varias citocinas importantes na patogénese da LPA (incluindo IL-1, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, TNF-a. € GM-CSF), principalmente devido ao seu efeito inibitério

sobre o NF-kB (Fernandes et al., 2005). Em nosso estudo, no entanto, o
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corticosterdide inibiu o aumento de IL-6 e KC (IL-8) apenas na LPA direta
(Figuras 14 e 15).

A resposta de uma Uunica célula exposta ao corticosterdide depende de
varios fatores: (1) a concentracdo da fragdo livre do horménio; (2) a poténcia
relativa do hormonio, influenciada pela atividade biolégica e afinidade do GR no
nucleo; e (3) a capacidade da célula de receber e transduzir o sinal hormonal.
Neste sentido, estudos in vitro ttm mostrado que varias citocinas podem induzir
resisténcia ao glicocorticéide por reduzir a afinidade de ligagdo do GR ao cortisol
e/ou ao GRE (Almawi et al., 1991). Ao mesmo tempo, varios estudos
evidenciaram aumento dos niveis do cortisol plasmatico em pacientes com sepse,
0 que pode refletir um bloqueio da atividade do esteréide ou do seu transporte

como consequéncia da infecgao (Briegel et al., 1991).

VI1.4. REMODELAMENTO

O conteudo de fibras colagenas aumentou similarmente 24 h apds a injuria
tecidual na LPA direta e indireta (Tabela 5), indicando que processos bioquimicos
implicados na sintese do colageno sao capazes de reagir rapidamente com a
agressao (Rocco et al., 2001; Rocco et al., 2003; 2004; Santos et al., 2006). Além
disso, fibras colagenas tipo Ill foram identificadas com microscopia eletronica.
Tem sido descrito que fibras colagenas tipo Ill, que sdo mais flexiveis e
susceptiveis a quebra, aparecem precocemente no curso da lesdo pulmonar
(Raghu et al., 1985). Além disso, o corticosterdide impediu a deposicédo de
colageno por mecanismos que agem independentemente da etiologia da leséo

pulmonar.
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A quantidade de colageno depositado depende da extensdo da leséo
celular, da intensidade da proliferacdo de fibroblastos e de substancias efetoras
presentes na inflamagédo, do grau de hipoperfusdo do leito vascular e de
alteragdes da PaO, que ocorrem durante a injuria pulmonar.

Brody e colaboradores (1981) sugeriram que a injuria direta da célula
epitelial e de sua membrana basal seria fundamental para que o processo
fibrotico ocorresse. Ao contrario, no presente modelo, ndo observamos diferencas
no conteudo do colageno depositado entre os grupos. Entretanto, nosso estudo
foi realizado na fase precoce da lesdo. Santos e colaboradores (2006)
observaram que apesar do numero de fibras colagenas ser similar 24 horas apos
a indugao da lesao, a LPA direta evolui com fibrogénese enquanto a LPA indireta
repara a lesdao. Ao mesmo tempo, estudos mais recentes tém demonstrado que a
fibroproliferagao também ocorre na microcirculagcao, podendo inclusive resultar na
reducdo da area de segao transversa da vasculatura pulmonar e hipertensao
pulmonar (Dhainaut et al., 2003).

O presente estudo mostrou que o conteudo de fibras elasticas néao
aumentou precocemente no curso da lesdo pulmonar em ambos o0s grupos
(Tabela 5). A auséncia de elastose neste modelo de LPA poderia ser atribuida a
intensidade da les&o pulmonar (Rocco et al., 2001; Rocco et al., 2004). Rocco e
colaboradores (2003) observaram que, com doses altas de paraquat (25 mg/kg),
a elastogénese ocorreu precocemente no curso da lesdo pulmonar, e com 10
mg/kg ocorreu um incremento tardio no conteudo de fibras elasticas. Portanto,
existe um grau de lesdo pulmonar responsavel pelo inicio da elastogénese

independentemente do tempo de curso da lesao pulmonar (Rocco et al., 2003).
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Além disso, os mecanismos que promovem o inicio da elastogénese séao
diferentes dos da fibrogénese propriamente dita.

O TGF-B tem um papel fundamental no reparo tecidual apds lesdo de
muitos 6rgaos, incluindo os pulmdes (Shull et al., 1992). Na LPA, o papel do TGF-
B foi avaliado mais detalhadamente durante a fase tardia, onde teria papel critico
no desenvolvimento da resposta fibroproliferativa (Broekelmann et al., 1991; Giri
et al., 1993). No entanto, nosso trabalho evidenciou que os niveis de TGF-$
encontram-se aumentados precocemente na LPA, e que este aumento é
dependente da etiologia da leséo (direta x indireta). Da mesma forma, estudos
que analisaram a expressao génica da LPA induzida por bleomicina demonstram
que os niveis de expressdo de muitos genes induzidos por TGF-B estdo
aumentados tdo precocemente como 2 dias apds a indugao da lesdo (Kaminski et
al., 2000), quando ainda n&o se atingiu o pico maximo de edema alveolar.
Adicionalmente, Pittet e colaboradores (Pittet et al., 2001) demonstraram que o
aumento do TGF-B nestes casos parece ser mediado pela o,fs, Uma integrina
que localmente ativa o TGF-f latente na matriz (Munger et al., 1999).

Varios autores tém investigado os mecanismos pelos quais o TGF-§
participaria do desenvolvimento do edema alveolar., O TGF-f aumenta a
permeabilidade do epitélio alveolar in vitro por mecanismos que envolvem a
deplecédo intracelular do glutation e o aumento na concentragdo da sua forma
oxidada, o glutation dissulfeto (Bunnell et al., 1993; Guidot et al., 2000; Rao et al.,
2000), possivelmente devido a inibicdo da sintese do glutation nas células

epiteliais alveolares pelo aumento da transcricdo da y-glutamilcisteina sintase
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(Arsalane et al., 1997), e pelo seu proprio efeito pré-oxidante, aumentando a
producao celular de H,O, (Das et al., 1991).

Adicionalmente, o TGF-B pode inibir a expressdao de componentes do
surfactante e a maturacdo das células epiteliais em culturas de células
pulmonares fetais humanas (Beers et al., 1998), e aumenta a apoptose mediada
por Fas nas células epiteliais pulmonares (Hagimoto et al., 2002).

Ao mesmo tempo, o TGF-B é capaz de aumentar a permeabilidade
endotelial através do aumento de gap junctions entre as células endoteliais (Hurst
et al., 1999). Este efeito parece resultar da contracdo da célula endotelial
secundaria a ativacao da castata de sinalizagao dependente da cinase de cadeia
leve da miosina (Hurst et al., 1999). Entretanto, o efeito in vitro do TGF- na
integridade do endotélio vascular inicia-se dentro de 1-2 horas, atingindo o pico
maximo em 8-9 horas apds a exposi¢cao ao TGF-f, e parece ser dependente do
estado proliferativo e do grau de confluéncia da monocamada de células
endoteliais, uma vez que células quiescentes sao resistentes a este efeito (Sutton
etal., 1991).

Dhainaut e colaboradores (1999) demonstraram que pacientes na fase
precoce da LPA tém altas concentragbes de TFG-B no fluido do lavado
broncoalveolar, e que estas concentragdes sdo correlacionadas com a diminuicéo
da relagdo PaO,/FiO,, sugerindo um importante papel para TGF-f no
desenvolvimento da LPA em humanos. Adicionalmente, Hamacher e
colaboradores (2002) encontraram altas concentragbes de TGF- no fluido do
lavado broncoalveolar na fase precoce da LPA em humanos. No entanto, ao

contrario do TNF-a e da angiostatina, o TGF-B nao contribuiu para lesao
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endotelial associada a LPA nestes pacientes, indicando que o TGF-B poderia agir
diferentemente no epitélio alveolar e no endotélio vascular. Nesse contexto,
observou-se que o aumento de TGF- foi maior na LPA direta do que na indireta,
sugerindo seu papel na perpetuacdo da fibrogénese (Santos et al., 2006).
Entretanto, o esterdide nao foi capaz de reduzir a quantidade de TGF-$3 no BALF.
Similarmente, Khalil e colaboradores (1993) observaram em modelo de fibrose
pulmonar induzida por bleomicina, que o corticosterdide nao foi capaz de inibir a
secregcao de TGF-B mesmo em presenca de altas concentragdes de esterdide

(Khalil et al., 1993).

VI1.5. POSSIVEIS MECANISMOS DE AGAO DO CORTICOSTEROIDE NA LPA

Por ser um potente agente antiinflamatério, o corticosterdide foi testado
desde o inicio como tratamento da LPA, mas seus resultados sempre se
mostraram controversos. Ao mesmo tempo, as varias etiologias da LPA nao
foram consideradas em nenhum estudo epidemiolégico nem experimental. Desde
que a patogénese da LPA varia se a injuria do parénquima pulmonar é direta ou
indireta (Gattinonni et al., 1998; Pelosi et al., 1999, Menezes et al.,, 2005), é
possivel que os corticosteréides atuem diferentemente dependendo da etiologia
da lesdo.

A terapia com corticosteréide na SDRA foi estudada em trés diferentes
situagdes: (1) Como prevengdo em pacientes de alto risco (Weigelt et al., 1985;
Bone et al., 1987); (2) No tratamento da fase precoce da sindrome com altas

doses e tempo reduzido (Bernard et al., 1987); (3) Na terapia prolongada nos
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casos refratarios (Meduri et al., 1998a). Nas duas primeiras situagdes, ao se
utilizar altas doses dos esterdides (30 mg/kg a cada 6h), nenhum beneficio foi
demonstrado ou até mesmo ocorreu piora nos pacientes submetidos a
corticoterapia. Outros estudos multicéntricos randomizados que investigaram o
uso precoce do corticosteréide na LPA falharam em demonstrar algum beneficio
dos esterdides (Cronin et al., 1995; Lefering et al., 1995). Mais recentemente,
Chen et al. (2003) estudaram o uso da metilprednisolona na dose de 30 mg/kg
em modelos de LPA induzida por paraquat em ratos, administrada como dose
unica concomitantemente a indu¢do da lesdo ou como dose diaria por trés dias.
Estes autores encontraram no grupo tratado uma melhora da oxigenagao medida
pelo aumento da PaO,/FiO,, maior volume pulmonar e redu¢ado da contagem de
células inflamatdrias no fluido do lavado broncoalveolar. Além disso, este efeito
foi dependente da dose, confirmando o potente efeito antiinflamatério do
corticosterdide na LPA.

Meduri e colaboradores ao estudar o efeito do corticosteréide em menor
dose [Metilprednisolona (MP), 2 mg/kg a cada 6 h] na fase tardia da LPA (Meduri
et al., 1998a) demostraram reducgéo significativa na mortalidade do grupo que
recebeu o corticosterdide. No entanto, este estudo foi criticado por possuir um
grande numero de variaveis confundidoras: foi encontrada uma maior proporgao
de fatores de riscos para LPA direta (como pneumonia ou aspiragao) no grupo
placebo (6/8, 75%) do que no MP (9/16, 56%), o grupo placebo era composto por
pacientes cujas medidas fisiolégicas identificaram um quadro clinico de maior
gravidade, sendo o estudo interrompido precocemente com um numero de

pacientes aquém do calculado inicialmente (24/99). A fim de vencer estas
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limitagbes, a partir de 1999, o National Institute of Health (NIH) desenvolveu um
estudo clinico multicéntrico comparando o efeito do corticosteréide com o placebo
na fase tardia da SDRA (apos 7 dias do inicio da sindrome). Apesar dos
pacientes tratados com esterdide terem sido retirados da protese ventilatéria mais
precocemente em relagdo ao placebo (14 dias vc 23 do grupo placebo),
apresentarem melhora da oxigenacdo e da complacéncia estatica, eles
retornavam mais freqlientemente ao respirador devido a fraqueza muscular e
neuropatia associadas ao uso do esterdide. Além disso, a mortalidade em 60 dias
foi semelhante nos dois grupos. Logo, esse estudo teve que ser interrompido,
com resultados desanimadores.

Recentemente, varios trabalhos que investigaram o uso do corticosterdide
na sepse demonstraram resultados interessantes (Annane et al., 2002). Estes
estudos tomam por base o fato de que doengas graves, tais como trauma,
pneumonia, sepse e grandes cirurgias sdo acompanhados da ativagcdo do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA). O horménio adrenocorticotrépico sérico
(ACTH) e a dosagem de cortisol encontram-se elevadas, e a ativagdo do eixo
HHA é um importante componente da adaptagao ao estresse (Chirousos et al.,
1995; Lamberts et al., 1997), sendo capaz de influenciar ndo sé a resposta
inflamatoria da fase precoce da LPA como também a velocidade e o grau de
fibroproliferagcdo (Meduri et al., 1998b). O cortisol tem sido implicado na
manutencdo da integridade epitelial e da permeabilidade vascular (MacLaren et
al., 2002). Também modula grande numero de citocinas pré e antiinflamatérias, e

tem um papel chave na homeostase do sistema imune (Thompson, 2003).
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Por outro lado, muitos autores acreditam que condicbes caracterizadas
como insuficiéncia adrenal relativa em pacientes com sepse e/ou LPA poderiam
estar implicadas na piora do progndstico se nao tratadas (Meduri et al., 2006).
Tais casos sdo caracterizados pela limitacdo da reserva adrenal, quando nao
ocorre o aumento esperado da concentragéo plasmatica do cortisol apds estimulo
com ACTH. Consequentemente, os pacientes que receberam um desafio
intravenoso com 250 ug de cosyntropina (analogo sintético do ACTH) e cujo
aumento do cortisol plasmatico seja < 9 ug/dl sdo caracterizados como ndo
responsivos. Utilizando o teste de estimulagdo com cosyntropina, Annane e
colaboradores (2000) demonstraram que pacientes nao responsivos com choque
séptico apresentaram taxa de mortalidade aumentada apds 28 dias do inicio da
LPA (73% x 40%). Além disso, outros mecanismos somados a diminuicdo da
reserva adrenal poderiam estar implicados no pior prognéstico neste caso, tais
como a diminuigdo dos niveis plasmaticos da globulina ligadora do cortisol, que
reduz a liberagao tecidual do horménio; e a capacidade da IL-18, IL-2 e IL-6 em
reduzir a afinidade do receptor do cortisol em estados de inflamacao persistente
(MacLaren et al., 2002). Consequentemente, a redugéo da produgéo do cortisol, a
reducdo da liberacdo do cortisol nos tecidos e a resisténcia tecidual ao cortisol
poderiam ser responsaveis pela perpetuagao do processo inflamatoério na LPA.

Annane e colaboradores (2002) testaram a terapéutica com hidrocortisona
e fludrocortisona por 7 dias em pacientes com choque séptico que recebiam
ventilagdo mecénica. O corticosteréide melhorou a sobrevida em 76% entre os
pacientes classificados como nao responsivos, enquanto houve uma tendéncia

em reduzir a sobrevida no grupo de pacientes sem insuficiéncia adrenal relativa.
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Recentemente, Annane e colaboradores (2006) investigaram o uso de
baixas doses de hidrocortisona (200 mg/dia, por 7 dias) em pacientes com
choque séptico associado ou ndo a SDRA. A SDRA estava presente em > 50%
dos pacientes com choque séptico recrutados neste estudo randomizado. Os
autores analisaram um subgrupo de 129 pacientes com SDRA associada a
sepse, que foram classificados como nao responsivos ao teste com cosyntropina.
Eles demonstraram que o uso do corticosteréide por 7 dias em baixas doses foi
capaz de reduzir significativamente a duragéo da ventilagdo mecanica e a taxa de
mortalidade hospitalar nestes pacientes (79% x 60%), o que n&o foi observado
em pacientes responsivos com SDRA ou em qualquer grupo de pacientes apenas

com sepse.



91

VI. CONCLUSAO

A LPA possui mecanismos fisiopatologicos distintos na dependéncia da
etiologia da leséo, se por lesao direta do epitélio alveolar ou, indiretamente, com
lesdo inicial do endotélio vascular.

Os parametros da mecéanica in vivo e morfométricos aumentaram
similarmente em ambos os grupos de LPA, e o uso do corticosterdide impediu
estas alteragcdes apenas quando induzidas por via direta.

Apesar da similaridade no grau de les&o funcional entre os grupos, a LPA
direta apresentou resposta inflamatoéria mais intensa, com aumento significativo
de neutrdfilos e citocinas no lavado broncoalveolar. Ao mesmo tempo, o
corticosterodide reduziu IL-6 e KC no BALF somente nos animais com LPA direta.

No entanto, o corticosterdide impediu as alteragdes da mecanica tecidual
em ambos os grupos. Similarmente, o esterdide impediu a fibrogénese. Logo, os
mecanismos de acdo do esteréide no remodelamento do parénquima néo

dependem da origem da lesao.
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