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RESUMO

POTENCIAL TERAPÊUTICO DE DIFERENTES INIBIDORES DE 
FOSFODIESTERASE EM UM MODELO DE LESÃO PULMONAR AGUDA 
INDUZIDA POR LIPOPOLISSACARÍDEO DE E. COLI.
Nome do Autor :Sheila da Silva Fagundes
Orientador(es): Walter Araújo Zin
Resumo da Tese de Mestrado submetida ao Programa de Pós-graduação em 
Ciências Biológicas (Fisiologia), Instituto de Biofísica, da Universidade Federal do 
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título 
de Mestre em Ciências Biológicas.
O presente estudo visa comparar a eficácia terapêutica da talidomida, sildenafil, 
talidomida e sildenafil e LASSBio 596 (uma droga híbrida composta por uma 
molécula modificada de talidomida e sildenafil) na lesão pulmonar aguda (LPA).
Camundongos BALB/c receberam injeção intraperitoneal de salina, talidomida, 
sildenafil, talidomida e sildenafil ou LASSBio 596 1 ou 6 horas depois da instilação
de lipopolissacarídeo (LPS) de E. coli. Vinte e quatro horas após a indução da 
lesão, os camundongos foram anestesiados, ventilados e a mecânica pulmonar 
[elastâncias estática (Est) e dinâmica (Edyn), ∆E (Edyn-Est), e pressões resistiva 
(∆P1),  viscoelástica (∆P2) e a soma das duas (Ptot) foram determinadas pelo 
método de oclusão ao término da inspiração. A fração de área de colapso alveolar 
e número de células polimorfonucleares foi determinada pela técnica de contagem 
de pontos no parênquima pulmonar (coloração H-E).
O LPS aumentou significativamente Est, ∆E, ∆P2, ∆Ptot , a fração de área de 
colapso alveolar e o número de células polimorfonucleares (PMN) em relação ao 
grupo Controle (C). A talidomida e o sildenafil, sozinhos ou combinados, não 
foram capazes de reduzir significativamente Est e ∆P2 em relação ao grupo LPS 
(L). No grupo 596 (LASSBio 596), a Est  foi similar a C. 596 também reduziu P2 
enquanto os outros tratamentos apresentaram um resultado menos potente. Em 
relação à variação da elastância (E), 596 foi o único grupo que demonstrou ser 
estatisticamente diferente do grupo L, tal comportamento foi visto em ambos os 
tempos de administração após a indução da lesão. O comportamento dos grupos 
S (sildenafil) e 596 foi similar ao controle em relação à variação da pressão total 
(Ptot).
Todos os tratamentos administrados 1 h após a indução da lesão reduziram o 
colapso alveolar; entretanto, essa redução foi significativamente menor nos 
demais tratamentos quando comparados ao 596. Nos grupos tratados com 6 h, só 
houve uma redução significativa no colapso ao ser administrado o fármaco 
LASSBio 596. Além disso, o 596 apresentou maior eficiência em inibir o 
recrutamento de células inflamatórias do que os demais tratamentos. Nossos 
dados sugerem que o LASSBio 596 reduziu a inflamação pulmonar na LPA, 
sendo mais efetivo que seus protótipos.
Palavras-chave: 1. Inibidores de Fosfodiesterase 2. Mecânica Respiratória 3. 
Elastância  4. Morfometria 5.  Lesão  Pulmonar Aguda  
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ABSTRACT

THERAPEUTIC POTENTIAL OF DIFFERENT PHOSPHODIESTERASE  
INHIBITORS IN A MODEL OF ACUTE LUNG INJURY.
Sheila da Silva Fagundes
Walter Araújo Zin
Abstract da Tese de Mestrado submetida ao Programa de Pós-graduação em 
Ciências Biológicas (Fisiologia), Instituto de Biofísica, da Universidade Federal do 
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título 
de Mestre em Ciências Biológicas.
The present study aims to compare the therapeutic effectiveness  of thalidomide, 
sildenafil, thalidomide-sildenafil and LASSBio 596 (a hybrid drug candidate 
proposed by molecular modification of thalidomide and sildenafil) in ALI.
BALB/c mice received an intraperitoneal injection of either saline, thalidomide, 
sildenafil, thalidomide and sildenafil or LASSBio 596 1 or 6 hours after E. coli
lipopolysaccharide (LPS) intratracheal instillation. Twenty-four hours after the 
induction of the injury, the mice were anesthetized, ventilated, and lung mechanics 
[static (Est) and dynamic (Edyn) elastances, E (Edyn-Est), resistive (P1) and 
viscoelastic (P2) pressures, and their sum (Ptot) were determined by the end-
inflation occlusion method. Fractional area of alveolar collapse and the amount of 
PMN cells were determined by the point-counting technique in lung parenchyma 
(H-E staining).
LPS increased significantly Est, E, P2, Ptot and the fractional area of alveolar 
collapse when compared to Control (C). Talidomida and Sildenafil, administered 
either separately or in association, were not able to significantly reduce Est and 
P2 in relation to group LPS (L). In group 596 (LASSBio 596), Est was similar to 
C. LASSBio 596 also reduced P2, while other treatments presented less powerful
results. In relation to the variation of elastances (E), 596 was the only group that 
statistically demonstrated to be different of group L; such behavior was seen when 
the drugs were administered either one or six hours after the lesion. The behavior 
of groups Sildenafil (S) and 596 was similar to the control in relation to the 
variation of the total pressure (Ptot).
All treatments reduced alveolar collapse. However, this reduction was substantially 
smaller in the remaining treatments given 1 h after the induction of the injury, when 
compared with 596. In the groups treated at 6 h, a significant reduction in the 
collapse occurred only with 596. Moreover, it inhibited more efficiently the 
recruitment of inflammatory cells than the other the treatments. Our data suggest 
that LASSBio 596 reduced the pulmonary inflammation in LPA, being more 
effective than its prototypes.
Key-words: 1. phosphodiesterase  inhibitors 2. Respiratory mechanics 3. elastance 
4.  Morphometry   5. Acute Lung Injury
Rio de Janeiro -Julho/2006 
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I – INTRODUÇÃO

I.1 - Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo - Definição e Histórico

A Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA) é a mais comum e 

devastadora síndrome clínica de lesão pulmonar aguda, afetando tanto pacientes 

clínicos como cirúrgicos (Ware e cols., 2000). Atualmente, representa a principal 

causa de morbidade, morte e custos nas Unidades de Terapia Intensiva 

(Piantadosi e Schwartz, 2004). Sua primeira descrição foi realizada por Ashbaugh 

e colaboradores (Ashbaugh e cols., 1967), ao identificarem 12 pacientes 

ventilados mecanicamente, que evoluíam com cianose refratária à oxigenoterapia, 

redução da complacência pulmonar e evidência de infiltrados difusos na 

radiografia de tórax. Inicialmente foi denominada Síndrome da Angústia 

Respiratória do Adulto, esse termo foi modificado para Síndrome do Desconforto 

Respiratório Agudo (SDRA) logo após a constatação de que a Síndrome pode 

ocorrer também em crianças.

Desde sua primeira descrição, os critérios para definição da SDRA vêm 

sofrendo modificações, a fim de corrigir possíveis falhas na definição inicial e, 

desta forma, criar critérios mais específicos para identificar pacientes com SDRA 

(Murray e cols., 1988).

Em 1994, uma nova definição foi estabelecida em uma Conferência 

Consenso entre as Sociedades Americana e Européia de Terapia Intensiva 

(AECC), com o objetivo de desenvolver uma definição padrão para a SDRA, a fim 

de auxiliar as pesquisas clínicas e epidemiológicas. A Lesão Pulmonar Aguda 

(LPA) passou a ser reconhecida como uma síndrome inflamatória com aumento 
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da permeabilidade, que está associada a uma constelação de anormalidades 

clínicas, radiológicas e fisiológicas.

Esse mesmo consenso classifica a lesão pulmonar de acordo com a 

gravidade da hipoxemia. Pacientes com comprometimento menos grave são 

diagnosticados com Lesão Pulmonar Aguda (LPA), caracterizada por inflamação 

pulmonar aguda e persistente, edema pulmonar secundário a aumento da 

permeabilidade vascular pulmonar, infiltrado alveolar bilateral ao RX, relação entre 

pressão parcial de oxigênio e fração inspirada de oxigênio (PaO2/FiO2) entre 201 e 

300 mmHg, independentemente do valor de pressão positiva ao final da inspiração 

(PEEP), e ausência de evidência clínica de elevação da pressão atrial esquerda, 

avaliada pela pressão de enchimento capilar pulmonar, que não deve exceder 18 

mmHg. Os pacientes com hipoxemia mais grave, a relação entre PaO2/FiO2 é igual 

ou menor que 200 mmHg, independentemente do valor de pressão positiva ao 

final da inspiração (PEEP) recebem o diagnóstico de Síndrome do Desconforto 

Respiratório Agudo, apresentando as outras características semelhantes às 

descritas acima para a LPA. Sendo assim, podemos afirmar que a SDRA refere-se 

ao estágio mais grave da LPA (Bernard e cols., 1994).

Em geral, a SDRA é considerada como a forma extrema de um espectro de 

lesões pulmonares e em inflamação pulmonar independentemente da doença 

precipitante. No entanto, a SDRA/LPA pode ser causada por duas vias 

patogênicas distintas: uma lesão “direta” do parênquima pulmonar como na 

SDRA/LPA secundária à doença pulmonar, e.g., pneumonia difusa, ou uma lesão 

“indireta” do parênquima pulmonar como na SDRA/LPA secundária à doença 

extrapulmonar, e.g., sepsis abdominal ou pancreatite (Tabela 1). Evidências
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sugerem que essas duas vias podem corresponder a diferentes processos 

patológicos subjacentes (Gattinoni e cols., 1998; Menezes e cols., 2005; Santos e 

cols., 2006). Modelos experimentais de SDRA evidenciaram respostas pulmonares 

diversas, quando o agente indutor da lesão é administrado diretamente, via 

instilação intratraqueal, ou indiretamente, via injeção intravenosa ou intraperitoneal 

(Seidenfeld e cols., 1986; Muller-Leisse e cols., 1993; Terashima e cols.,1994; 

Tasaka e cols., 1996). Na lesão “direta” ocorre dano primário do epitélio alveolar, 

levando à ativação de macrófagos alveolares e início de uma rede de resposta 

inflamatória com edema, deposição de fibrina, colágeno, agregados de neutrófilos 

e hemácias dentro do espaço alveolar. Na lesão “indireta” o dano principal ocorre 

no endotélio vascular pulmonar com aumento da permeabilidade capilar e 

recrutamento de monócitos, neutrófilos e plaquetas, entre outras células (Brigham 

e Meyrick, 1986). Dessa forma, espera-se observar um predomínio de 

consolidação na SDRA “direta”, e um predomínio de edema intersticial e colapso 

alveolar na SDRA “indireta” (Gattinoni e cols., 1998; Rocco e Zin, 2005).

Na tabela 1 estão exemplificadas algumas das causas associadas ao 

desenvolvimento da SDRA/LPA (Galhardo e Martinez, 2003).
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Tabela 1 – Causas associadas à SDRA/LPA

     

      LESÃO PULMONAR DIRETA                       LESÃO PULMONAR INDIRETA            

                   Pneumonia                                                             Sepsis

Aspiração do conteúdo gástrico                               Trauma grave com choque ou

                                                                                           múltiplas transfusões

              Contusão pulmonar                                        Circulação extracorpórea

  Embolia gordurosa ou gasosa                                       Toxicidade por drogas

              Lesão por inalação                                               Pancreatite aguda

       Edema de reperfusão pós-                                            Hemotransfusão              

transplante pulmonar ou embolectomia                            Causa neurogênica

                   Afogamento                                                   Queimaduras graves

                                                                                           Múltiplas fraturas

                                                                             Pós-transplante de medula óssea

                                                                                      
Galhardo e Martinez, 2003
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I.2 - Patogênese da Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo 

A SDRA é freqüentemente progressiva, classicamente caracterizada por 

fases distintas, que podem estar superpostas, com diferentes manifestações 

clínicas, histopatológicas e radiológicas. Acredita-se que a lesão pulmonar evolui 

em três fases: exsudativa, proliferativa e fibrótica.

A fase aguda, ou exsudativa ocorre aproximadamente na primeira semana 

após o início da SDRA, apresenta-se com lesão da superfície tanto endotelial 

quanto epitelial, aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, inativação 

do surfactante pulmonar com subseqüente formação de edema alveolar, causando 

inflamação e produzindo grandes anormalidades nas trocas gasosas e diminuição 

da complacência pulmonar (Piantadosi e cols., 2004). A perda da integridade 

epitelial e a lesão dos pneumócitos do tipo II (PII) alteram o transporte normal de 

fluídos através do epitélio, dificultando a remoção de líquido dos espaços 

alveolares. Além disso, a lesão das células do tipo II, reduz a produção e 

renovação do surfactante, contribuindo para as suas anormalidades 

características (Ware e cols., 2000). Esses eventos são refletidos na presença de 

infiltrados bilaterais ao exame radiológico convencional e áreas heterogêneas de 

consolidação e atelectasia, predominantemente na região dependente (Aberle e 

cols., 1988). Mediadores liberados por células inflamatórias circulantes lesam 

diretamente a microcirculação do pulmão. Os achados patológicos incluem dano 

alveolar difuso, presença de neutrófilos, macrófagos, eritrócitos e líquido rico em 

proteínas nos espaços alveolares, lesão capilar e ruptura do epitélio alveolar.



7

A fase proliferativa começa antes do terceiro dia. Entretanto, torna-se mais 

proeminente na segunda e terceira semanas de evolução, é um estágio de 

organização do exsudato intra-alveolar e intersticial adquirido na fase aguda (Fein 

e cols., 2000). PII se multiplicam ao longo do septo alveolar, para cobrir áreas 

previamente desnudas da membrana basal. A fibrose torna-se pronunciada nesta 

fase. Fibroblastos e miofibroblastos proliferam na parede alveolar, migram através 

dos hiatos da membrana e convertem o exsudato intra-alveolar em tecido de 

granulação. Posteriormente, forma-se um tecido fibroso e denso, pela deposição 

de colágeno, resultando em fibrose do ducto alveolar, espessamento do septo 

alveolar e colapso resultante de anormalidades estruturais e funcionais do 

surfactante (Fukuda e cols., 1987; Tomashefski, 2000; Wallace e cols., 2002). 

Nesta fase, a radiografia de tórax mostra opacidades lineares, caracterizando a 

presença da fibrose (Pratt e cols., 1979). Na tomografia computadorizada de tórax

visualizam-se opacidades intersticiais difusas e bolhas. Muitos pacientes podem 

ter a SDRA resolvida nesse estágio, porém alguns evoluem para o reparo 

pulmonar, atingindo a fase fibrótica (Fein e cols., 2000).

A fase fibrótica inicia-se a partir da terceira ou quarta semana do início da 

lesão, quando ocorre um extenso remodelamento do pulmão através da deposição 

esparsa de colágeno, compondo um aspecto de "favos de mel", associados às 

áreas de fibrose difusa. Os espaços aéreos estão irregularmente alargados e 

existe fibrose nos ductos alveolares. O colágeno do tipo III é substituído pelo  

colágeno rígido do tipo I, enrijecendo o pulmão (Wallace e cols., 2002).
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A tabela abaixo resume os principais achados histopatológicos de cada fase 

da SDRA, descritas anteriormente.

Tabela 2 – Achados histopatológios da lesão pulmonar aguda:

Fase Exsudativa (1-7dias) Fase Proliferativa (7-21 dias) Fase Fibrótica (< 21 dias)

Lesão da barreira alvéolo-

capilar
Inflamação crônica Alvéolos fibróticos

Necrose de PI e PII Hiperplasia de PII Tortuosidades arteriais

Edema alveolar e intersticial
Migração de fibroblastos e 

miofibroblastos

Organização do exsudato 

intra-alveolar

Necrose de células 

endoteliais

Deposição de tecido de 

granulação

Produção de proteínas

da matriz extracelular

Membrana hialina Deposição de colágeno Fibrose mural

 Ingbar, 2000

É importante ressaltar que essas três fases, do ponto de vista patogênico, 

não são claramente definidas, não se comportam exatamente como descrito e 

nem todos os indivíduos irão desenvolver fibrose. Estes estágios podem sobrepor-

se e, em um mesmo indivíduo, ocorrer de forma heterogênea no tempo e nas 

diferentes regiões do pulmão (Ingbar, 2000).

I.3 - Epidemiologia e Mortalidade na Síndrome do Desconforto Respiratório 

Agudo 

Uma estimativa precisa da incidência da LPA e da SDRA ainda não se 

encontra disponível em decorrência da falta de uma definição uniforme e pela 
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heterogeneidade das causas e manifestações clínicas. 

A SDRA/LPA atinge cerca de 200.000 pacientes por ano nos Estados 

Unidos, sendo mais alarmante a estimativa de mortalidade: chega 

aproximadamente a 40%, ou 80.000 mortes ao ano (Martin, 2005). Embora tenha 

sido constatada uma queda nos índices de mortalidade nos últimos anos, graças 

ao desenvolvimento de medicamentos e a implementação de estratégias 

ventilatórias protetoras durante a ventilação mecânica, o índice de mortalidade 

permanece inaceitavelmente alto. 

A maioria dos pacientes com SDRA/LPA evolui para óbito devido à falência 

de múltiplos órgãos, e não em conseqüência da hipoxemia (Montgomery e 

cols.,1985). O prognóstico é pior em pacientes com doença hepática crônica, 

disfunção orgânica não pulmonar, sepsis e idade avançada. Não há diferença na 

mortalidade entre homens e mulheres (Monchi e cols., 1998). 

I.4 - Modelo de SDRA mediada por Lipopolissacarídeo

Na década de 30, as endotoxinas foram isoladas e caracterizadas como 

complexos de proteína, fosfolipídio, e lipopolissacarídeo (LPS) presentes na 

parede externa de bactérias Gram negativas. Esforços subseqüentes revelaram 

que as proteínas livres e purificadas podiam produzir todos os efeitos fisiológicos 

da endotoxina, substância impura isolada anteriormente (Morrison e cols., 1983; 

Bone e cols., 1991). 

Está claro que uma grande diversidade de receptores participa no 

reconhecimento celular do LPS, entretanto os TLR (Toll-like receptors) 

representam os principais desencadeadores da resposta inflamatória e 
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desempenham um papel fundamental na transdução do sinal desencadeado por 

LPS (Medzhitov e cols., 1997). 

O TLR é um receptor especializado, que reconhece epítopos presentes em 

bactérias e outros organismos unicelulares (Belvin e cols. 1996). Atualmente já 

são conhecidos em mamíferos 10 tipos de TLR e novos receptores são 

freqüentemente descobertos. Em 1999, foi demonstrado que os TLR2 respondiam 

primariamente a bactérias Gram positivas, enquanto os TLR4 a bactérias Gram 

negativas (Underhill e cols., 1999; Diks e cols., 2001). Estes têm pequena 

afinidade por LPS e, portanto, proteínas adicionais, tais como CD14 (differentiation 

cluster 14) e LBP (lipid-binding protein), são necessárias como cofatores para a 

transdução do sinal (Lemaitre e cols., 1996) .

A internalização do LPS é importante para a transdução do sinal. A 

interação do LPS com as células imunológicas desencadeia a produção de vários 

mediadores, que orquestram a resposta inflamatória (Ulich e cols.,1993). A 

ativação dos fagócitos mononucleares tem um papel central, levando à liberação 

de diferentes citocinas, incluindo TNF- (fator de necrose tumoral alfa). A 

liberação de TNF- induz a aderência de neutrófilos às células endoteliais, 

favorecendo a migração e infiltração destes nos espaços pulmonares (Ulich e 

cols.,1993; Albelda e cols., 1994). A ativação de neutrófilos causa a produção de 

radicais de oxigênio e a liberação de enzimas granulares, as quais podem ser 

associadas ao processo de lesão, especialmente no pulmão (Sibille e cols.,1990; 

Olivier e cols., 1996). 
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Em indivíduos normais, as bactérias gram negativas residem primariamente 

no trato gastrointestinal, onde barreiras previnem sua translocação para a 

circulação sistêmica (Bone e cols., 1991). Todavia, alguns fatores podem levar à 

translocação bacteriana, como: (1) alteração da flora do hospedeiro, resultando 

em crescimento bacteriano exagerado; (2) disfunção imunológica do indivíduo; e 

(3) aumento da permeabilidade através da barreira epitelial (Feltis e cols., 1994; 

Go e cols., 1995). Uma vez na circulação, o LPS interage diretamente com 

leucócitos e células parenquimatosas, induzindo a cascata inflamatória.

A sepse por bactérias gram negativas representa a condição precipitadora 

mais comum para o desenvolvimento da SDRA. Evidências sugerem que o LPS 

induz uma resposta inflamatória sistêmica que, por sua vez, medeia um dano 

orgânico, eventualmente culminando em uma falência orgânica múltipla. O pulmão 

é freqüentemente o primeiro órgão onde surge a falência, apresentando as 

características da LPA/SDRA: um edema pulmonar não-cardiogênico como 

conseqüência da lesão ao endotélio vascular pulmonar e inflamação pulmonar 

difusa (Brigham e cols., 1986; Welbourn e cols.1992).

O componente LPS das bactérias gram negativas desempenha o papel 

principal no disparo do processo inflamatório que resulta na LPA/SDRA. O LPS 

produz um modelo bem caracterizado de LPA, que pode mimetizar as alterações 

morfológicas e funcionais observadas na situação clínica secundária à presença 

de LPS circulante (Ulich e cols.,1993; Albelda e cols., 1994; Paulwelse cols., 1990; 

Delclaux e cols.,1997). Este também mimetiza a inflamação pulmonar secundária 

à exposição natural ao LPS, constituindo um modelo de lesão pulmonar direta 

(Meyrick e cols., 1986, Gonçalves de Moraes e cols.,1996).
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A indução da lesão pulmonar por endotoxina também está associada com 

alterações da mecânica respiratória representadas por redução na complacência 

dinâmica e aumento da resistência pulmonar. As alterações da mecânica são 

atribuídas à presença de edema pulmonar seguido por desigualdades na relação 

ventilação-perfusão, ou constrição das vias aéreas (Esbenshade e cols., 1982; 

Hinson e cols., 1983; Burell e cols., 1988; Wheeler e cols.,1990; Faffe e cols., 

2000).

I.5 Talidomida

I.7.2 - Histórico

A talidomida foi descoberta por uma série de fatores fortuitos e primeiramente 

relatada por Wilhelm Kunz, em 1953. Sua síntese foi realizada na indústria 

farmacêutica alemã “Chemie Grünenthal”, objetivando a preparação de pequenos 

peptídeos úteis na produção de novos antibióticos. Entretanto, durante a rota 

sintética proposta inicialmente, Wilhelm Kunz isolou um produto secundário, 

racêmico, não peptídico, que foi reconhecido pelo farmacologista da “Chemie 

Grünenthal”, Herbert Keller, como um análogo estrutural da glutetimida. 

Posteriormente, o perfil sedativo-hipnótico da talidomida foi bem caracterizado 

(Sneader e cols.,1985; Randall e cols.,1990). 

Em 1957, a talidomida foi comercializada como fármaco sedativo-hipnótico, 

amplamente vendido em países europeus, asiáticos, no Canadá e América do Sul, 

tornando-se o medicamento mais vendido na Alemanha Ocidental para o 

tratamento da insônia (Powell e cols., 1996; Raje e cols., 1999).
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No início da década de 60, a talidomida foi prescrita mundialmente como 

sedativo e agente antináuseas, indicada no alívio do mal-estar matinal comum em 

gestantes, sendo responsável pelo nascimento de milhares de crianças com 

deformações congênitas, que foram, posteriormente, atribuídas ao seu perfil 

teratogênico (McBride e cols., 1961; Lenz e cols., 1962). Em 1961, após 

confirmação e divulgação destes graves efeitos colaterais, este fármaco teve sua 

licença para comercialização cancelada (Kelsey e cols., 1965).

Quatro anos mais tarde, em 1965, o médico israelita Jacob Sheskin 

prescreveu a talidomida como sedativo para pacientes leprosos, observando 

fortuitamente acentuada redução da dor e do processo inflamatório associados ao 

leproma (Sheskin e cols., 1965; Bessis e cols., 1992), identificando as 

propriedades antiinflamatórias da talidomida, até então desconhecidas. Este 

intrigante perfil antiinflamatório incentivou diversos grupos de pesquisa ao estudo 

do provável mecanismo de ação relacionado às suas ações benéficas sobre os 

lepromas. 

Em 1991, a Dra. Gilla Kaplan e colaboradores, da Universidade Rockefeller, 

Nova Iorque, em trabalho pioneiro (Kaplan e cols., 1991), demonstraram que 

pacientes leprosos apresentavam níveis sanguíneos aumentados de um 

modulador do sistema imunológico, identificado como uma citocina denominada 

TNF-. Estes mesmos pesquisadores constataram, posteriormente, a participação 

da talidomida na inibição seletiva desta citocina, quando expressa em quantidade 

superior àquela necessária à manutenção do sistema imunológico normal, 

denotando, portanto, o potencial imunorregulador da talidomida.
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Com base na descoberta das propriedades antiinflamatórias e 

imunorreguladoras da talidomida, a indústria norte-americana Celgene Co. 

solicitou ao FDA (Food and Drug Administration) sua aprovação para uso no 

tratamento da hanseníase, concedida em julho de 1998. Marcava-se de forma 

definitiva o renascimento deste fármaco, que representa, atualmente, um dos 

principais agentes terapêuticos (Calderon e cols., 1997).

Apesar do início trágico, a talidomida tornou-se um grande objeto de 

interesse graças a seu valor clínico recentemente demonstrado nas doenças 

infecciosas e neoplásicas (Grabstad e cols., 1965; Juliusson e cols., 1996;

Calabrese e cols., 2000; Thomas e cols., 2000) atraindo a atenção dos 

pesquisadores devido ao seu amplo espectro de ação.

I.5.2 - Composição e Análogos Estruturais da Talidomida

Figura 1- A talidomida é composta por duas subunidades: ftalimida (à esquerda) e 

glutarimida (à direita).  

Os estudos acerca da relação entre a estrutura química e a atividade da 

talidomida e análogos revelam o potencial farmacofórico do anel ftalimídico, ao 

mesmo tempo que denotam a irrelevância do grupamento glutarimida na atividade 

Talidomida
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anti-TNF-, mecanismo responsável pelos novos efeitos terapêuticos da 

talidomida (Shibata e cols., 1996; Miyachi e cols., 1997; Muller e cols., 1997). 

Estes dados também denotam o perfil toxicofórico do grupamento glutarimida, 

viabilizando o planejamento e síntese de novos candidatos a fármacos, análogos à 

talidomida, com maior eficácia terapêutica e desprovidos de seu efeito 

teratogênico (Miyachi e cols., 1997).

I.5.3 - Mecanismo de Ação

O mecanismo de ação preciso da talidomida ainda não foi elucidado, graças

à falta de comparações entre os efeitos in vivo com a atividade deste fármaco in 

vitro, e devido ao fato de que em soluções com pH fisiológico, ela sofre hidrólise 

espontânea não-enzimática gerando vários metabólitos (Amato e cols. 2002). 

O efeito mais pronunciado da talidomida é certamente a sua ação sobre a 

produção de TNF- (Sampaio e cols., 1991; Meierhofer e cols., 2001). Vários 

mecanismos para a inibição do TNF- foram sugeridos, incluindo a degradação 

acelerada de RNAm (ácido ribonucléico mensageiro) para TNF- (Moreira e cols., 

1993) ou sua ligação ao ácido glicoproteínico-1, reconhecido por ter uma 

atividade anti-TNF- (Turk e cols., 1996). Além disso,  a talidomida  parece 

bloquear a atividade do fator nuclear κB (NF-κB) (Keifer e cols., 2001). O NF-κB é 

um importante fator de transcrição envolvido na resposta imune e no crescimento 

celular. O NF-κB pode se translocar para o núcleo e regular vários genes incluindo  

o gene do TNF- (Baldwin e cols., 2001).
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A talidomida inibe a produção de interleucina-6 (IL-6), provavelmente 

também bloqueando NF-κB, e a produção de  interleucina-12 (IL-12) pelos 

monócitos (Moller e cols., 1997). Em contrapartida, a talidomida aumenta a síntese 

das interleucinas 2, 4 e 5 (IL-2, IL-4 e IL-5, respectivamente) (Thomas e cols., 

2000).

Os efeitos imunomodulatórios em linfócitos incluem uma redução das 

células T CD4+ (Gad e cols., 1985)  e uma estimulação das células T CD8+ 

(Haslett, 1998), levando, então, a uma queda na relação CD4/CD8. Além disso, a 

talidomida parece induzir uma transformação dos linfócitos T helper do tipo 1 (Th1) 

em tipo 2 (Th2), isto é, gerando uma célula T mais citotóxica, dominando a 

resposta imune disparada principalmente por interferon gama (IFN-). A talidomida 

também inibe a proliferação de célula T em resposta a estímulos mitogênicos e 

antigênicos (Keenan e cols., 1991; Thomas e cols., 2000).

Além disso, a talidomida modifica vários receptores de integrinas e outros 

receptores de superfície para leucócitos, incluindo o receptor CD44 e a molécula 

de adesão intracelular 1 (ICAM-1) (Nogueira e cols., 1994). A talidomida também 

inibe a quimiotaxia dos neutrófilos e monócitos (Thomas e cols., 2000; 

Dunzendorfer e cols., 1997; Fauré e cols., 1981) e a fagocitose pelos neutrófilos. 

Os dados sobre a influência da talidomida sobre o IFN- são conflitantes.

I.5.4 - Atividade da Talidomida em Diferentes Doenças

Os primeiros estudos realizados em 1953 estabeleceram as propriedades 

ansiolíticas, hipnóticas, antieméticas e anestésicas adjuvantes da talidomida 



17

(Fabro e cols., 1965; Smithells e cols., 1994). Subseqüentemente, observou-se 

que a talidomida era altamente eficaz na supressão do eritema nodoso hansênico 

(Sheskin e cols., 1965; Kaplan e cols., 1991). Com base nesses efeitos benefícios 

no tratamento das dermatoses inflamatórias associadas a esta condição 

específica, este fármaco vem sendo usado para o tratamento de outras alterações 

inflamatórias, auto-imunes, e ou dermatológicas (Calabrese e cols., 2000). 

Pesquisas recentes evidenciaram resultados promissores em pacientes com AIDS 

e câncer, que apresentam perda progressiva de peso e insônia (Grabstad e cols., 

1965; D’Arcy e cols., 1994; Reyes-Teran e cols., 1996).

Mais recentemente, a talidomida provou possuir atividade anti-tumoral em 

pacientes com mieloma múltiplo e em uma gama de outros neoplasias (Fife e 

cols., 1998; Juliusson e cols., 2000; Eisen e cols., 2000; Patt e cols., 2000; Little e 

cols., 2000; Figg e cols., 2001)

I.6 - Tratamento com Inibidores Específicos de Fosfodiesterases

O estabelecimento do envolvimento dos segundos mensageiros 

nucleotídeos cíclicos na sinalização celular e homeostase fez com que a 

regulação dessa via pelos inibidores de fosfodiesterase (PDE) se tornasse uma 

área de considerável interesse (Essayan e cols., 1999).

As fosfodiesterases (PDE) constituem uma família de enzimas responsáveis 

pela degradação dos nucleotídeos cíclicos - monofosfato cíclico de 3´5´-adenosina 

(AMP cíclico) e monofosfato cíclico de 3´5´-guanosina (GMP cíclico) – levando à 

formação do AMP e do GMP. Essas duas moléculas influenciam um grande 

número de processos celulares, incluindo a produção e a ação de mediadores 
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inflamatórios, a função dos canais iônicos, a contração muscular, a diferenciação 

celular, a apoptose, a lipogênese, a glicogenólise e a gliconeogênese. O AMPc é 

um mensageiro secundário intracelular ubíquo, que medeia respostas a diversos 

hormônios, a fatores de crescimento e a neurotransmissores. Por ser um agente 

importante na regulação de respostas relacionadas aos mecanismos 

patogenéticos de diversas doenças, tem sido alvo de diferentes intervenções 

terapêuticas. O AMPc é produzido por uma família de enzimas (com nove 

isoformas) denominadas adenilato cliclases (AC), que convertem a adenosina 

trifosfato (ATP) em AMPc. As adenilato cliclases estão distribuídas diferentemente 

entre os vários tecidos, células e localizações intracelulares, gerando diferenças 

na regulação da síntese do AMPc (Hurley, 1999). A atividade da adenilato ciclase, 

por sua vez, é regulada pelas proteínas G, as quais são ativadas por uma grande 

família de receptores denominados receptores acoplados da proteína G (GPCR). 

Dessa forma, quando um agonista se liga ao GPCR, o receptor ativa as proteínas 

Gs, que por sua vez ativam a AC, levando à produção de AMPc (Neves e cols., 

2002). 

Uma vez produzido, o AMPc passa a ativar uma série de mecanismos em 

cadeia. O mais importante deles envolve a proteínoquinase A (PKA). Quando 

ativada pelo AMPc, a PKA fosforila um grande número de substratos protéicos, 

modulando a função celular (Fimia e cols., 2001).  A ativação do AMPc também 

desencadeia um mecanismo que leva à sua inativação através das PDE. O AMPc 

e o GMPc são inativados através da hidrólise da ligação 3´-éster catalisada pelas 

fosfodiesterases dependentes de nucleotídeos cíclicos (Figura 2). Dada a 

multiplicidade de respostas celulares moduladas pelo AMPc e pelo GMPc, fica 
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óbvio concluir que as células devem ter mecanismos enzimáticos regulando suas 

concentrações e a duração de seus efeitos (Perry e Higgs., 1998). 
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     AMPc   GMPc

Hormônio Hormônio

Receptor Receptor

    Adenilato ciclase                          Guanilato ciclase

       PDE4                 PDE5

     ATP   AMPc             5´AMP 5´GMP  GMPc GTP

  PKA                    PKA*      PKG              PKG**
inativa         ativa      ativa  inativa

 atividade células        tônus músculo liso
    inflamatórias           das vias aéreas

Figura 2 – Ações complementares úteis dos monofosfatos cíclicos de adenosina e 

guanosina na lesão pulmonar aguda e na síndrome do desconforto respiratório 

agudo.  AMPc e GMPc, monofosfatos cíclicos de adenosina e guanosina, 

respectivamente; PKA*, proteínoquinase dependente do AMPc; PKG**: 

proteínoquinase dependente do GMPc; PDE, fosfodiesterase.

Até o momento, mais de cinqüenta isoformas de PDE foram identificadas, 

agrupadas em onze famílias (ou tipos), e suas concentrações variam nos 

diferentes tecidos (Essayan e cols., 2001; Clayton e cols., 2004). Essas famílias 
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compreendem dois ou mais produtos genéticos (denominados A, B, C e assim por 

diante). Os meios alternativos de processamento do RNAm levam a múltiplas 

variantes para cada gene. Dessa forma, a diversidade molecular faz com que 

existam mais de cinqüenta fosfodiesterases, com diferentes especificidades, 

características cinéticas, propriedades regulatórias e distribuição celular (Bolger, 

1994; Beavo e cols., 1994; Beavo, 1995; Houslay e Milligan, 1997; Soderling e 

cols., 1998). Onze famílias de fosfodiesterases foram bem caracterizadas até o 

momento (Tabela 3). As PDE compartilham uma estrutura básica comum. Todas 

são compostas por três domínios. O domínio central, que mostra o maior grau de 

homologia entre todas as enzimas, é responsável pela hidrolização dos 

nucleotídeos cíclicos. Acredita-se que os domínios C-terminal e N-terminal tenham 

funções regulatórias (Kenan e cols., 2000; Essayan, 2001). Todas as PDE são 

reguladas pela fosforilação dos seus substratos protéicos (Polson e Strada, 1996). 

Com relação ao seu substrato, as PDE4, 7 e 8 são altamente específicas para o 

AMPc (de Boer e cols., 1992; Rabe e cols., 1993), enquanto as 5, 6 e 9 são 

seletivas para o GMPc. A PDE3 tem afinidade equivalente pelo AMPc e pelo 

GMPc, mas hidrolisa fracamente o GMPc, e, assim, pode ser considerada como 

funcionalmente específica para o AMPc (Perry e Higgs, 1998). As PDE10 e 

PDE11 são específicas para ambos. É importante ressaltar que a alteração local 

nos níveis de nucleotídeo cíclico através da ativação de uma família de PDE pode 

afetar a atividade de outras famílias através da regulação alostérica ou da 

competição pelo sítio (Essayan e cols., 1999). 
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Tabela 3 – Distribuição das fosfodiesterases humanas

Família Especificidade Distribuição

Pulmão Células 

inflamatórias*

Outros 

tecidos+

PDE1

PDE2

PDE3

PDE4

PDE5

PDE6

PDE7

PDE8

PDE9

PDE10

PDE11

Ca++/calmodulina

Estimulada pelo GMPc

Inibida pelo GMPc, 

seletiva para ao AMPc

Específica para o AMPc

Específica para o GMPc

Específica para o GMPc

Específica para o AMPc

Específica para o AMPc

Específica para o GMPc

Específica para ambos

Específica para ambos

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Coração

Coração

Coração

Rim

Célula muscular 

lisa

Fotorreceptores

Cél. musc. 

esquelética

Testículo

Rim

Testículo, 

cérebro

Próstata

PDE, fosfodiesterase; AMPc, monofosfato cíclico de adenosina; GMPc, 
monofosfato cíclido de guanina; *- Neutrófilo, monócito/macrófago, linfócito e 
eosinófilo; +- Outros tecidos além do pulmão e das células inflamatórias.
Adaptado de Essayan e cols., 1999
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A possibilidade farmacológica de modular seletivamente a elevação 

intracelular do AMPc favorece o potencial terapêutico para o uso dos inibidores de 

PDE (iPDE). Uma outra perspectiva terapêutica para os iPDE advém do fato de 

eles serem capazes de modificar a resposta inflamatória através da modulação 

seletiva da produção de citocinas pró-inflamatórias (Tabela 4). A inibição seletiva 

da PDE1 bloqueia a síntese de IL-6 sem inibir o TNF-. A inibição da PDE3 

bloqueia a produção da IL-6 e atenua a produção de TNF-. Inibindo a PDE4 ou a 

PDE5, a produção de IL-6 também fica bloqueada, mas o efeito sobre o TNF-

mostra-se bifásico, ou seja, excitatório /inibitório. A inibição da PDE3 e da PDE4 

atenua a proliferação de músculo liso na camada íntima dos vasos e inibe a 

proliferação de músculo liso na via aérea (Billington e cols., 1999). A inibição 

simultânea das PDE5, 6 e 9 reduz, de modo dose-independente, a síntese da IL-6 

e do TNF-. Finalmente, a inibição não seletiva de PDE pela pentoxifilina suprime 

a secreção de IL-6 e TNF-.

Tabela 4 – Expressão de fosfodiesterases e repercussões da sua inibição em células humanas 

inflamatórias/acessórias.

Basófilos PDE3, PDE4, PDE5               Reduziu a liberação de histamina                                                                         

Reduziu a produção de IL-4 e IL-13                                                                         

Reduziu a produção de LTC4

Linfócitos B PDE3, PDE4, PDE7 Reduziu a síntese de IgE                                                                        

Aumentou a proliferação

Células  

Dendríticas                                                          

PDE1, PDE2, PDE3, PDE4, 

PDE5, PDE7               

Reduziu o fluxo de cálcio

Reduziu a produção de citocinas

Reduziu a hiperpermiabilidade                                                                         

Reduziu a expressão de VCAM-1 e                                                       

L-selectina
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Eosinófilos      PDE3, PDE4                         Diminui a expressão de CD11b/CD18                                                                        

Reduziu a quimiotaxia                                                                        

Reduziu a degranulação                                                                        

Reduziu  síntese de L-selectina                                                                        

Reduziu a produção de LTC4                                                                        

Reduziu a produção de superóxidos

Macrófagos     PDE1, PDE3, PDE4,

             

Reduziu a liberação de ácido araquidônico                                                               

Reduziu a produção de TNF-, IL- e  IL-10                                                                    

Mastócitos                                PDE3,PDE4  Reduziu a produção de citocinas                                                                        

Reduziu a liberação de histamina

Monócitos PDE3,PDE4                            Reduziu a liberação de ácido araquidônico                                                                 

Reduziu a produção de leucotrienos                                                                        

Reduziu a produção de TNF-                                                                         

Nenhum efeito sobre a produção de IL- e IL-6,                                                               

IL-8                                                                        Nenhum efeito 

sobre a produção de superóxidos                                                                      

ou óxido nítrico                                                                         

Aumentou a produção de IL-10

Neutrófilos                                               PDE4 Diminui a apoptose                                                                          

Diminuiu a sinalização do cálcio                                                                          

Diminui a expressão de CD11b                                                                          

Reduziu a degranulação

Reduziu a secreção de elastase                                                                          

Reduziu a produção de leucotrienos                                                               

Reduziu a produção de superóxidos

Linfócitos T PDE1, PDE2, PDE3, PDE4,

PDE5, PDE7,

PDE8      

Reduziu a expressão de molécula                                         de 

moléculas de adesão                                                           

Reduziu a blastogênese                                                                          

Reduziu resposta ploriferativa

Reduziu a produção de citocinas                                                             

(IL-2 ,IL-4, IL-5 ,IL-13,IFN-, TNF, GM-CSF)

PDE, fosfodiesterase; IL, interleucina; LTC4, leucotrieno C4; IgE, imunoglobulina E; VCAM-1, molécula de 

adesão vascular-1; CD11b, grupamento de diferenciação1b ; CD18, grupamento de diferenciação 18; TNF-, 

fator de necrose tumoral ; IFN -, Interferon gamma; GM-CSF, fator estimulante de colônia de macrófagos e  

granulócitos.  

Adaptado de Essayan e cols., 1999                                
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Por outro lado, dada à importância do AMPc como um transdutor de sinal 

em diferentes mecanismos de ativação celular, os iPDE têm potencial para causar 

diversos efeitos indesejáveis. Por exemplo, o uso da teofilina, um iPDE 

inespecífico, é limitado pela indução de efeitos colaterais importantes, como 

convulsões e arritmias cardíacas, além de náuseas e de vômitos. Esses dois 

últimos são freqüentemente relatados com os iPDE4 testados e são diretamente 

proporcionais à potência inibitória (Giembycz e cols., 2002).

Como a substância avaliada no presente estudo é um fraco inibidor 

específico de fosfodiesterases (PDE) 4 e 5, serão apresentados, a seguir, alguns 

detalhes destas PDE e de seus inibidores. A família PDE4 compõe-se por quatro 

subtipos (A, B, C e D). Cada subtipo é produto de um gene diferente, localizado 

em três cromossomos (Milatovich e cols., 1994; Horton e cols., 1995; Szpirer e 

cols., 1995). Todos os subtipos são específicos para o AMPc, mas diferem na 

distribuição tecidual, celular e subcelular, e também na sensibilidade aos inibidores. 

A PDE4 representa a PDE predominante nas células imunes e nas células 

inflamatórias, incluindo os mastócitos, eosinófilos, macrófagos, linfócitos T e célula 

muscular lisa do pulmão. A elevação do AMPc intracelular foi relacionada com a 

inibição da função de vários tipos de células, incluindo linfócitos, monócitos, 

macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, mastócitos, basófilos, células endoteliais e 

células epiteliais do pulmão (Nicholson e cols., 1991; Nicholson e Shahid, 1994) 

(Tabela 4). As ações supressivas dos iPDE4 incluem: 1) a inibição da geração de 

citocinas importantes na maturação e no recrutamento de linfócitos T e de 

eosinófilos (IL-2, IL-4, IL-5 e GM-CSF) e 2) a inibição da produção e a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e de quimiocinas (TNF-, IFN-, IL-8 ) (Torphy, 1998; 
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Au e cols., 1998). Mais ainda, os inibidores da PDE4 reduzem a produção de 

espécies reativas de oxigênio e de mediadores pró-inflamatórios pelos basófilos, 

neutrófilos e eosinófilos, assim como atenuam a degranulação dessas células 

(Torphy, 1998). Inibidores seletivos das PDE4 reduzem ou abolem a migração de 

eosinófilos e de neutrófilos para o pulmão em resposta a antígenos, a histamina e 

a lipopolissacarídeo de membrana (LPS) (Barnette e cols., 1996a; Teixeira e cols., 

1997; Torphy, 1998). É possível que os inibidores da PDE4 possam ter efeitos 

sobre o remodelamento brônquico (Wong e Leong, 2004).

Um outro mediador envolvido no mecanismo inflamatório da SDRA inclui o 

TNF-. Trata-se de uma citocina que age como mediador primário da resposta 

inflamatória (Old, 1988). No pulmão, o TNF- induz o seqüestro e a migração de 

neutrófilos, os quais desempenham importante função na patogênese da 

inflamação pulmonar (Deni e cols., 1994). Níveis elevados de AMPc inibem a 

produção de TNF- em monócitos ativados e em células mononucleares 

periféricas sanguíneas e a inibição de PDE4 modula eficazmente a atividade do 

TNF- (Verghese e cols., 1995), confirmando seu efeito antiinflamatório.

Todos os efeitos favoráveis causados pela inibição da PDE4 descritos 

acima motivaram a busca de agentes que a inibissem e que pudessem ser usados 

com segurança clínica (Torphy e Undem, 1991; Teixeira e cols., 1997; Torphy, 

1998). No contexto da SDRA, acredita-se que os inibidores da PDE4 possam 

modular tanto a inflamação pulmonar como o tônus da musculatura lisa 

peribrônquica.

Inicialmente, iPDE4 testados produziam efeitos indesejáveis, 
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particularmente náuseas, vômitos e cefaléia, os mesmos habitualmente 

relacionados ao uso da teofilina, um inibidor fraco e não-seletivo das PDE (Polson 

e cols., 1978). Considerando-se que esses achados sejam decorrentes da inibição 

de um subgrupo particular da PDE4 (PDE4D), buscaram-se inibidores seletivos de 

subtipos que mantenham o efeito antiinflamatório, mas não os indesejáveis. 

Foram descritos quatro subtipos de PDE4 (A, B, C e D), com múltiplas 

variantes em cada um deles. Aparentemente, a PDE4B é o subtipo predominante 

em neutrófilos e em monócitos. Nessas células, somente foi detectada a variante 

PDE4B2 (Wang e cols. 1999), o que faz dela um possível alvo para o 

desenvolvimento de fármacos antiinflamatórios em doenças nas quais monócitos 

e/ou neutrófilos desempenhem papel importante na patogenia.

Aparentemente, há duas conformações de PDE4, uma de alta afinidade e 

outra de baixa, ambas com afinidades distintas para determinados inibidores, com 

distribuições teciduais únicas e com contribuições variáveis para os efeitos 

funcionais da inibição da PDE4. A conformação de alta afinidade de PDE4 

predomina aparentemente no SNC e em parte do trato gastrintestinal, enquanto a 

forma de baixa afinidade parece ser mais importante nas células imunes e 

inflamatórias. Dessa forma, a maior parte dos efeitos antiinflamatórios dos iPDE4 

estaria associada à inibição da forma de baixa afinidade (Barnette e cols., 1996b).

As PDE4 e 5 predominam nas células do epitélio brônquico. A PDE4 

hidrolisa de 50 a 75% do AMPc total e a PDE5 hidrolisa 80% do GMPc total 

(Fuhrmann e cols., 1999). Os mecanismos de controle envolvidos na regulação do 

AMPc e do GMPc são complexos e relacionados. Através deles, ambos os 
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nucleotídeos cíclicos são capazes de modular a síntese, a degradação e a ação 

um do outro (Pelligrino e Wang, 1998). Outras similaridades entre as ações 

inibitórias do AMPc e do GMPc sobre o extravasamento microvascular (Torphy, 

1994; Ortiz e cols., 1996; Torphy e cols., 1999) e sobre a atividade das células 

inflamatórias (Frossard e cols., 1981; Raeburn e cols., 1993; Torphy e cols., 1999) 

sugerem que a regulação farmacológica tanto o AMPc quanto o GMPc possa ser 

útil no tratamento da SDRA.

A PDE5 catalisa a hidrólise do GMPc com absoluta especificidade. O GMPc 

é o transdutor de sinal para o relaxamento endotelial mediado pelo óxido nítrico 

(NO) e para a diurese mediada pelo fator natriurético arterial (ANP). A elevação do 

GMPc via inibição da PDE5 estimula o relaxamento endotelial e a diurese, ação 

combinada útil no tratamento da hipertensão arterial e da insuficiência cardíaca 

congestiva (Sybertz e Czarniecki, 1997). Os estudos com iPDE5 em modelos de 

doença cardiovascular mostraram que eles são capazes de reduzir a pressão 

arterial pulmonar com efeitos mínimos sobre a freqüência cardíaca, fazendo deles 

uma nova classe de vasodilatadores pulmonares seletivos (Saeki e Takese, 1996). 

Pauvert e colaboradores demonstraram que as PDE3, 4 e 5 são as principais 

enzimas envolvidas no controle do tônus vascular da artéria pulmonar (Pauvert e 

cols., 2002). A inibição da PDE5, com conseqüente aumento do GMPc, também 

promove o relaxamento da musculatura lisa (Rybalkin e cols., 2003), além de ter 

reduzido substancialmente o edema pulmonar em um modelo de transplante 

pulmonar (Korom, 2006).
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I.7 - Sildenafil 

1.7.1 - Histórico

O citrato de sildenafil (Viagra®) foi o primeiro medicamento oral aprovado 

para o tratamento da disfunção erétil. A descoberta deste fármaco em 1989 

resultou de múltiplas pesquisas com agentes químicos que poderiam 

potencialmente ser úteis no tratamento das doenças cardíacas coronarianas. Os 

estudos clínicos preliminares com o sildenafil no início de 1990 não foram 

promissores a respeito do seu potencial antiangiogênico. Entretanto, vários 

voluntários que participavam desse estudo relataram um efeito colateral freqüente: 

o sildenafil parecia estimular a ereção peniana, o que em breve se tornou o 

principal foco de outros estudos. Mais de 10 milhões de homens foram tratados 

com sildenafil no mundo desde essa importante descoberta em 1998. Ele é 

altamente seletivo para a inibição de PDE5 com uma relativamente menor 

reatividade cruzada com PDE6 e possui uma estrutura química semelhante ao 

GMPc (Laties e Fraunfelder.,1999; Kurkreja e cols., 2005). 

I.7.2 – Estrutura Química

O sildenafil tem uma estrutura química planejada a partir de similaridades 

identificadas com o substrato natural da PDE5, isto é o GMPc(Figura 3). Portanto, 

ele inibe a  PDE5 através da sua ligação ao sítio catalítico da proteína competindo 

com o substrato GMPc (Corbins e Francis., 2002).
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Figura 3- Estrutura molecular do GMPc e do sildenafil

I.7.3 - Mecanismo de Ação

O citrato de sildenafil tem uma potência 240 vezes maior que seu precursor, 

zaprinast (Ballard e cols., 1998). Seu mecanismo de ação envolve a inibição ativa 

da enzima PDE5, que resulta no aumento no monofosafato cíclico de guanina 

(GMPc). O GMPc, então, estimula a proteína quinase G (PKG), a qual inica uma 

cascata de fosforilação de proteínas. Isso resulta em uma diminuição nos níveis 

de íon cálcio intracelular, levando a um relaxamento da musculatura lisa (Noss e 

cols., 1999). Os efeitos NO/GMPc na contração da musculatura lisa parecem ser 

mediados especificamente pela PKG, mas não pela PKA, porque em 

camundongos deficientes em PKG (PKG-I), a indução de relaxamento muscular 

aórtico foi completamente abolida, porém o relaxamento muscular dependente de 

AMPc não foi afetado (Hofmann e cols., 2000). Ao mesmo tempo, o sildenafil 

também é um potente vasodilatador pulmonar com resultados encorajadores no 

tratamento da hipertensão pulmonar grave (Ghofrani e cols.,  2002).

Estudos imuno-histoquímicos demonstraram a presença da PDE5 na 

musculatura lisa dos vasos, dos brônquios e em plaquetas (Senzaki e cols., 2001).
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Portanto, o efeito do sildenafil foi estudado em dois modelos de doença das vias 

aéreas em cobaio. O primeiro usou o método de exposição ao LPS; o segundo, o 

da sensibilização pela ovalbumina (OVA). Enquanto a primeira técnica causou 

remodelamento brônquico, a última provocou respostas broncoconstrictoras 

imediata e tardia. Em ambos os modelos, o tratamento com sildenafil (1 mg/kg, 

intraperitoneal) não modificou as respostas broncoconstrictoras imediata e tardia, 

mas reduziu significativamente o remodelamento brônquico e o influxo de 

leucócitos (Toward e cols., 2004). Essa foi a primeira demonstração de efeitos 

antiinflamatórios do sildenafil. 

O uso do sildenafil para o tratamento da hipertensão pulmonar é eficaz em 

seres humanos. Um estudo clínico com pacientes com hipertensão pulmonar 

primária grave mostrou uma dramática melhora da pressão sistólica pulmonar 

após o tratamento com sildenafil oral (Prasad e cols., 2000). Em outro trabalho 

mostrou-se um potente vasodilatador pulmonar, superior ao óxido nítrico, na 

redução da resistência vascular pulmonar (Wilkens e cols., 2001; Preston e cols., 

2005). A combinação do tratamento com sildenafil e óxido nítrico produziu amplo 

efeito sinérgico. Portanto, a diminuição da resistência vascular pulmonar e da 

pressão capilar promoverá possivelmente a resolução do edema pulmonar e 

melhorará as trocas gasosas. Além disso, o sildenafil age seletivamente sobre os 

vasos pulmonares sem causar uma vasodilatação sistêmica, quando é 

administrado isoladamente (Sherkerdemian, 2002). Em um modelo de LPA 

induzida por LPS, o zaprinast aumentou a resposta vasodilatadora ao NO inalado 

(Holzmmann e cols., 2001).    
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Em um modelo de isquemia-reperfusão cardíaca, a administração de 

sildenafil induziu um aumento transitório na expressão de RNA mensageiro para 

óxido nítrico sintase endotelial e induzida (eNOS e iNOS), resultando em uma 

elevação significante nos níveis da proteína NO-sintase após 24 horas (Salloum e 

cols., 2003).

Demonstrou-se, em um modelo de transplante pulmonar, que o sildenafil 

estende o tempo de vida e previne a falência inicial do enxerto por aumentar a 

tolerância à isquemia. Além disso, o edema gerado após a reperfusão foi 

substancialmente diminuído (Schütte e cols., 2000; Korom e cols., 2006).                                           

I.8 - LASSBio 596

O LASSBio 596 é um híbrido da talidomida modificada e do sildenafil, 

desenvolvido pelo Laboratório de Avaliação e Síntese de Substâncias Bioativas 

(LASSBio) da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, 

que inibe as PDE4 e 5 e o TNF-(Lima e cols., 2002).

O LASSBio 596 foi desenhado por modificação molecular na estrutura da 

talidomida visando a otimização das suas propriedades farmacoterapêuticas e 

eliminação dos efeitos teratogênicos deste fármaco. Desta feita, LASSBio 596 foi 

planejado aplicando-se a estratégia de hibridação molecular entre os protótipos 

talidomida [1], sulfonamida [2] e do sildenafil [3], descritos como inibidores de 

TNF- ,PDE-4 e PDE-5, respectivamente (Figura 4).

A alteração estrutural da molécula do LASSBio 596 levou à retirada do anel 

glutarimídico (responsável pelos efeitos teratogênicos da talidomida) e do anel 
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responsável pelo priaprismo do sildenafil. Dessa forma, possivelmente os 

eventuais efeitos teratogênicos serão evitados. Em função de sua potência 

inibitória das PDE4 e 5 ser da ordem de 50% na concentação de 300M, 

possivelmente o LASSBio 596 não apresenta os efeitos indesejáveis observados 

com o uso clínico dos demais inibidores de fosfodiesterases testados no 

tratamento da asma, SDRA e da DPOC (Piaz e Giovannoni, 2000; Murdoch e 

cols., 2002; Norman, 2002). Seu valor como antiinflamatório e como 

imunomodulador está demonstrado (Lima e cols., 2002). O efeito antiinflamatório 

do LASSBio 596 decorre de sua ação sobre a catabolização do AMPc e do GMPc 

e sobre a modulação do TNF-.  (Lima e cols., 2002).
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O mecanismo preciso pelo qual o LASSBio 596 atenua a inflamação no 

pulmão não é conhecido, mas há evidências de que iPDE4 e 5 podem inibir a 

liberação de citocinas inflamatórias (Turner, 1993; Sekut e cols., 1995; Miotla e 

cols., 1998), regular negativamente moléculas de adesão celular (Essayan, 2001), 

inibir a migração de leucócitos (Sekut e cols., 1995; Miotla e cols., 1998) e a 

função de diversas células envolvidas no processo inflamatório (macrófagos 

alveolares, neutrófilos, linfócitos e monócitos) (Kambayashi e cols., 1995; Sekut e 

cols., 1995; Miotla e cols., 1998; Essayan, 2001) e aumentar a produção de 

citocinas antiinflamatórias pelos macrófagos (Kambayashi e cols., 1995). Em um 

estudo sobre seu valor na lesão pulmonar aguda induzida por lipolissacarídeos 

(LPS) de Escherichia coli, o LASSBio 596 preveniu as alterações na mecânica 

pulmonar, evitando a redução do calibre das vias aéreas centrais, a liberação de 

TNF-, o colapso alveolar e a deposição de fibras colágenas no septo alveolar 

(Rocco e cols., 2003). É possível que a ação benéfica do LASSBio 596 sobre a 

função pulmonar se deva à inibição da PDE4, que levaria ao relaxamento da 

musculatura lisa da via aérea, à modulação da atividade neural pulmonar e à 

supressão da ativação de células inflamatórias. Nesse estudo de Rocco e 

colaboradores foi demonstrado, também, que o papel antiinflamatório do LASSBio 

596, inibindo a neutrofilia e o TNF- não elevou a susceptibilidade à infecção. Em 

um trabalho posterior, foi avaliado o efeito protetor do LASSBio 596 sobre a 

função pulmonar e o remodelamento em um modelo crônico de sensibilização 

alérgica (Campos e cols., 2006). Os animais foram tratados 24 horas antes de 

receber a primeira instilação intratraqueal de ovalbumina. O LASSBio 596 inibiu as 
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alterações da mecânica pulmonar, da celularidade, da broncoconstricção, assim 

como o remodelamento pulmonar. Evitou, também, as alterações morfométricas e 

bloqueou a fibroproliferação em modelo de sensibilização alérgica desenvolvido 

em camundongos BALB/c (Campos e cols., 2006). 

 Tais achados permitem supor que o composto 596, por possuir um perfil 

antiinflamatório duplo devido à hibridação molecular, agindo nas isoenzimas PDE 

e reduzindo os níveis de fator de necrose tumoral – alfa (TNF-α) possa apresentar 

uma ação tão boa, ou melhor, que a promovida pelos fármacos utilizados na sua 

concepção, administrados separadamente ou em associação.

I.9 Mecânica respiratória

I.9.1 - Noções básicas

Os efeitos funcionais dos fármacos testados no presente trabalho foram, 

também, estudados pela mecânica pulmonar. Inicialmente, será apresentada uma 

revisão dos parâmetros da mecânica pulmonar avaliados.

A respiração é um processo cíclico, envolvendo trabalho mecânico dos 

músculos respiratórios para a movimentação do sistema respiratório. Dois 

componentes, o pulmão e a parede torácica, formam o sistema respiratório. Como 

parede torácica subentende-se todas as estruturas que se movem durante o ciclo 

respiratório à exceção dos pulmões. A pressão motriz, isto é, aquela gerada pela 

contração muscular durante a inspiração, precisa vencer forças de oposição, tais 

como: a) forças elásticas dos tecidos pulmonares e parede torácica; b) forças 

resistivas resultantes do fluxo de gás pelas vias aéreas e movimentação das 
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moléculas constituintes do tecido pulmonar e dos tecidos da parede torácica 

(D’Angelo e cols., 1994); c) forças viscoelásticas dos tecidos pulmonares e da 

parede torácica; d) forças plastoelásticas responsáveis pela histerese 

(Hildebrandt, 1970); e) forças inerciais (dependem da massa dos tecidos e dos 

gases) (Mead, 1954); f) forças gravitacionais (incluídas nas forças elásticas) (Milic-

Emili, 1977); e g) forças de distorção da parede torácica. Contudo, durante a 

respiração basal, as forças inerciais e de distorção da parede são consideradas 

desprezíveis (Rodarte e Rehder, 1986).

A elasticidade é uma propriedade da matéria que permite ao corpo retornar 

à sua forma original após ter sido deformado por uma força sobre ele aplicada. Um 

corpo perfeitamente elástico, como uma mola, obedecerá a lei de Hooke, ou seja, 

a variação de comprimento é diretamente proporcional à força aplicada, até que 

seu limite elástico seja atingido. Em visão tridimensional, teríamos volume 

proporcional à pressão.

O tecido pulmonar e a parede torácica possuem propriedades elásticas e 

obedecem à lei de Hooke, ampliada, de modo que, quanto maior a pressão motriz, 

maior o volume de gás inspirado. A inclinação da curva volume-pressão ou a 

relação entre a variação de volume gasoso mobilizado (V) e a pressão motriz 

necessária para manter o sistema respiratório insuflado é conhecida como 

complacência do sistema respiratório (Crs). Logo, Crs = V/Pel,rs, onde Pel,rs 

corresponde à pressão elástica do sistema respiratório.

Cabe ressaltar que, ao invés de complacência, é freqüentemente utilizada a 

elastância. Esta corresponde ao inverso da complacência (Ers = 1/Crs), ou seja, é 
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a relação entre a variação de pressão e o volume mobilizado resultante. O cálculo 

da elastância do sistema respiratório apresenta vantagens, já que as elastâncias 

do pulmão (EL) e da parede torácica (Ew) são adicionadas diretamente: Ers = EL 

+ Ew, enquanto que se somam os inversos das complacências: 1/Crs = 1/CL + 

1/Cw.

Dois fatores geram o comportamento elástico do pulmão. Um deles é 

representado pelos componentes elásticos do tecido pulmonar (fibras elásticas e 

colágenas). Acredita-se que o comportamento elástico do pulmão não dependa do 

simples alongamento das fibras de tecido conjuntivo, mas, principalmente, do seu 

arranjo geométrico. Todas as estruturas pulmonares encontram-se interligadas 

pela trama de tecido conjuntivo pulmonar, de forma que, quando há insuflação, 

todos esses componentes se distendem. Esse fenômeno, denominado 

interdependência, contribui para manter todos os espaços aéreos abertos. 

Além das propriedades elásticas dos tecidos pulmonares, os pulmões ainda 

apresentam um importante fator que contribui para as suas características 

elásticas: a tensão superficial exercida pelo líquido que recobre as mucosas 

pulmonares. 

A tensão superficial numa interface ar-líquido aparece porque as moléculas 

do líquido são atraídas com maior intensidade para o interior do próprio líquido do 

que para a fase gasosa acima deste. A tensão superficial pode ser definida como

a força que age sobre uma linha imaginária de 1 cm de comprimento na superfície 

de um líquido. Essa tensão surge porque as forças de atração entre as moléculas 

do líquido são muito maiores do que aquelas entre líquido e gás, resultando uma 
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área líquida a menor possível. 

A tensão superficial tem a propriedade importante de gerar pressão no 

interior de uma bolha. A relação entre a tensão superficial na parede e a pressão 

desenvolvida dentro da esfera obedece a Lei de Laplace. Essa lei afirma que, por 

exemplo, para cada superfície de uma bolha, a pressão (P) é igual ao dobro da 

tensão (T) desenvolvida pelo raio (r), ou, para ambas as superfícies, P = 4T/r. 

Entretanto, quando somente uma interface está envolvida, como em um alvéolo 

esférico revestido por líquido na sua face interna, o numerador tem o número 2 em 

lugar de 4. Considerando-se dois alvéolos de diferentes tamanhos conectados 

através de uma via aérea comum, e com tensão superficial semelhante, pode-se 

depreender, com base na Lei de Laplace, que a pressão no alvéolo menor seria 

maior do que no alvéolo maior. Desta forma, os alvéolos menores esvaziar-se-iam 

nos maiores, resultando em muitos alvéolos colapsados e alguns hiperinsuflados. 

Contudo, isso não ocorre nos pulmões normais, pois a tensão superficial do 

surfactante, líquido de composição protéica e, principalmente, fosfolipídica 

secretado pelos pneumócitos tipo II, é consideravelmente menor do que a da 

solução salina que recobre as mucosas pulmonares e varia de acordo com o raio 

de cada alvéolo (alvéolos grandes apresentam tensão alta; alvéolos pequenos 

mostram tensão baixa), de modo a manter igual a pressão no interior de todos 

eles (Rhodes e Tanner, 1995). 

Durante a movimentação do sistema respiratório, quando ocorre fluxo de 

gás, um elemento adicional ao elástico precisa ser vencido pela pressão motriz: a 

resistência. A resistência do sistema respiratório (Rrs) pode ser calculada 
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dividindo-se Pres,rs por fluxo aéreo. Pres,rs é a pressão resistiva do sistema 

respiratório, ou seja, a pressão necessária para vencer seus componentes 

resistivos. Semelhantemente à complacência, e pelas mesmas razões, a 

resistência do sistema respiratório pode ser subdividida em seus componentes 

pulmonar e de parede.

A resistência pulmonar, por sua vez, pode ser subdividida em dois 

subcomponentes: a resistência das vias aéreas (Raw), que depende do fluxo de ar 

no interior dos pulmões, e a resistência tecidual (Rtis), determinada pelas perdas 

energéticas geradas pela viscosidade (isto é, atrito) pertinente à movimentação do 

pulmão. A resistência das vias aéreas pode ser influenciada pela geometria da 

árvore traqueobrônquica, pelo volume pulmonar, pela complacência das vias 

aéreas, pela densidade e viscosidade do gás inspirado e pela musculatura lisa dos 

brônquios. A resistência tecidual depende da velocidade do deslocamento, o que é 

importante tanto durante a inspiração como na expiração. A resistência da parede 

torácica também é determinada pelas perdas energéticas geradas pela 

viscosidade pertinente à movimentação das moléculas que constituem os tecidos 

da parede torácica. 

Além dos componentes elásticos e resistivos, o sistema respiratório 

apresenta, também, propriedades viscoelásticas, que atuam no tecido pulmonar e 

na parede torácica. A viscoelasticidade foi descrita a partir do comportamento de 

fios de seda, por Wilhem Weber em 1835. Substâncias viscoelásticas, quando 

mantidas sob deformação constante, apresentam queda da tensão, chamada de 

relaxamento de tensão (“stress relaxation”), ou simplesmente, relaxamento, 
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quando o corpo é estirado. Por outro lado, sob tensão constante, o corpo tende a 

se deformar continuamente com o decorrer do tempo, fenômeno chamado “creep”  

(Dorrington, 1980). É importante notar que esta deformação não é irreversível, 

mas sim reprodutível, podendo ser repetida, desde que seja precedida por um 

período de tempo onde o material permaneça em condições de repouso, a fim de 

apagar a memória do evento anterior. Do ponto de vista morfofuncional, a 

viscoelasticidade ocorre ao nível do tecido pulmonar e da parede torácica e 

permite o intercâmbio de energia (pressão) entre o componente elástico e o 

resistivo. Por exemplo, durante uma pausa inspiratória, a energia potencial 

(pressão) acumulada no componente elástico, pode ser dissipada sob a forma de 

calor pelo componente resistivo.

I.9.2 - Estudo da Mecânica Respiratória

Todas as alterações humorais e celulares da SDRA têm suas expressões 

na mecânica respiratória e se caracterizam por redução da complacência e 

aumento da resistência pulmonar (Esbenshade e cols., 1990; Wheeler e cols., 

1990; Faffe e cols., 2000).

A redução da complacência é manifestada clinicamente pela necessidade 

de altas pressões de via aérea para se conseguir um dado volume inspirado. O 

mecanismo pode incluir o aumento da tensão superficial e enrijecimento tecidual 

(e.g., redução dos volumes pulmonares por atelectasia e edema). O possível 

desenvolvimento posterior de fibrose parenquimatosa difusa como resultado do 

remodelamento do tecido pós-agressão, reduz ainda mais a complacência 
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pulmonar e torna mais difícil a expansão e a ventilação alveolares (Nobel e cols., 

1975; Lamy e cols., 1976).

Os fatores que elevam a resistência pulmonar podem ser: aumento da 

resistência tecidual devido à inflamação, infiltração e/ou obliteração dos condutos 

aéreos, edema peribrônquico e áreas de insuflação e colapso gerando 

inomogeneidade no sistema (Snapper e cols., 1983; Wright e Bernard., 1989; 

Bernard e cols., 1994; Hudson e cols., 1995).

Na tentativa de compreender a complexidade do sistema respiratório e seus 

componentes (pulmão e parede torácica), além dos diversos mecanismos 

envolvidos durante a respiração foram utilizados modelos matemáticos 

relativamente simples, que se aproximam ao máximo da realidade. Para isso, é 

necessária a interpretação fisiológica de variáveis mensuráveis como fluxo, 

volume e pressão na abertura das vias aéreas.

O modelo mais simples é composto de dois elementos, uma resistência 

(representada por um tubo) e uma elastância (representada por um balão) (Figura 

5). 

Figura 5 - Modelo linear uni-

compartimental do sistema respiratório. 

Representação anatômica (A) e reológica 

(corpo de Voigt, B). R, resistência; E, 

elastância; V, variações de volume. 
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Esse modelo baseia-se na assertiva de que as propriedades mecânicas do 

sistema respiratório independem do volume pulmonar e do fluxo, e que os fatores 

inerciais são desprezíveis. A equação de movimento associada ao modelo é 

geralmente referida como "equação de movimento do sistema respiratório". Essa 

equação é dada por:

 P(t) = E.V(t) + R.V’(t)

onde, em qualquer instante t, E e R são, respectivamente, a elastância e a 

resistência do sistema respiratório e P é a pressão motriz capaz de produzir 

volume (V) e fluxo aéreo (V’). Entretanto, apesar do modelo de compartimento 

único continuar sendo amplamente utilizado, essa equação de movimento não 

explica o decaimento lento da pressão traqueal observado após oclusão das vias 

aéreas ao final da inspiração (Don e Robson, 1965; Bates e cols.,1985a, 1985b), a 

dependência de freqüência de R e E na faixa de 0-2 HZ (Barnas e cols., 1987; 

Brusasco e cols., 1989), bem como a presença de histerese na curva volume-

pressão quase-estática em pulmões isolados.

Iniciou-se, então, o estudo da mecânica respiratória utilizando-se modelos 

bicompartimentais que consideravam a heterogeneidade de distribuição de gás 

nos pulmões (Mead, 1961) e a viscoelasticidade dos tecidos (Mount, 1955).

Na década de 60, foram descritos os primeiros modelos bicompartimentais 

para estudo da mecânica respiratória, que associavam a natureza 

multicompartimental do sistema respiratório à heterogeneidade da distribuição de 

gás nos pulmões (Otis e cols., 1956; Mead, 1969) ou à viscoelasticidade dos 

tecidos torácicos (Mount, 1955).
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Em 1985, Bates e colaboradores expandiram o modelo, originalmente 

proposto por Mount, na forma de um modelo físico composto por elementos 

elásticos representados por molas e por elementos resistivos expressos por 

amortecedores (Bates e cols., 1985). Os autores realizaram uma análise teórica 

do comportamento não homogêneo do sistema respiratório submetido a uma 

ventilação mecânica com fluxo inspiratório constante, seguido por uma oclusão 

súbita das vias aéreas. Imediatamente após a oclusão ocorre uma queda rápida 

da pressão traqueal (P1,rs), indo do seu valor máximo (Pmax,rs) até um ponto de 

inflexão (Pi,rs), seguida por uma queda lenta (P2,rs) até atingir um platô 

aparente, que corresponde à pressão de retração elástica do sistema respiratório 

(Pel,rs). 

O modelo de Bates e colaboradores é constituído por dois submodelos, 

pulmão e parede torácica, apresentando um arranjo em paralelo, uma vez que, 

são submetidos à mesma variação de volume (Figura 6). A subunidade pulmonar 

consiste de um amortecedor, representando a resistência das vias aéreas 

(Rinit,L), em paralelo com um corpo de Kelvin, que consiste de uma mola 

representando a elastância estática (Est,L) em paralelo com um corpo de Maxwell, 

caracterizado por uma mola (E2,L) e um amortecedor (R2,L), dispostos em série. 

E2,L, R2,L e a constante de tempo correspondente (2,L=R2,L/E2,L) estimam as 

propriedades viscoelásticas do pulmão. Já a subunidade da parede torácica é 

representada por uma resistência (Rinit,w) e pelo corpo de Kelvin, caracterizado 

pela elastância estática da parede torácica (Est,w) e pelos parâmetros que 

correspondem a viscoelasticidade (E2w, R2 e 2w).
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Figura 6. Modelo de molas e amortecedores para interpretação da mecânica do 

sistema respiratório à luz de um comportamento viscoelástico. Pulmão e parede 

torácica apresentam um componente resistivo (Rinit,L e Rinit,w, 

respectivamente) em paralelo com um corpo de Kelvin; este composto por 

componente elástico (Est,L e Est,w, respectivamente) representando a 

elastância estática dos dois compartimentos em paralelo com um corpo de 

Maxwell, conjunto de amortecedor e mola em série (R2,L – E2,L, e R2,w - E2,w, 

respectivamente) os quais representam o comportamento viscoelástico. A 

distância entre as duas barras horizontais é análoga ao volume pulmonar (V) e 

a tensão entre elas é análoga da pressão de abertura das vias aéreas (P).

Quando esse modelo é alongado (afastamento das duas barras 

horizontais) a uma velocidade constante (v), a carga da mola E2 aumenta com 

o tempo (Ti) e a velocidade do amortecedor R2 se aproxima da velocidade de 

alongamento (v). Assim, a força exercida pela mola E2 aproxima-se de R2.v. Se 
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uma manobra de interrupção de fluxo for realizada, o movimento relativo das 

duas barras horizontais cessa. Com isso, o comprimento da mola E2 se reduz 

gradualmente até atingir seu comprimento de equilíbrio. Logo, nesse modelo, o 

decaimento pressórico lento (P2), observado após a interrupção do fluxo, é 

interpretado como equivalente ao relaxamento da mola E2, resultando em 

dissipação calórica de energia no amortecedor R2.

Baseado no modelo de Bates e cols. (Bates e cols., 1988b), a queda de 

pressão que ocorre  imediatamente  após  a  oclusão das vias aéreas, durante a 

insuflação pulmonar com fluxo constante, fornece a variação de pressão do 

sistema respiratório que seria obtida na ausência de desigualdades da constante 

de tempo e “stress relaxation”, ou seja, o componente viscoso ou homogêneo do 

sistema respiratório. A queda mais lenta da pressão, que ocorre 

subseqüentemente até ser atingindo o platô, reflete a pressão dissipada em 

decorrência da viscoelasticidade e/ou inomogeneidade do sistema, as quais são 

determinadas, respectivamente, pelo “stress relaxation” e “pendelluft” (Bates e 

cols., 1985; Bates e cols., 1988). 

“Stress relaxation” pulmonar é a capacidade do pulmão de se adaptar a 

uma insuflação mantida, apresentando redução da pressão em função do tempo. 

Quando permanece sob um comprimento constante (volume), o pulmão pode 

alterar sua tensão com o tempo. Logo, o gradiente de pressão se reduz 

progressivamente. O “stress relaxation” ocorre após alterações súbitas do 

comprimento, “strain”. Nesse caso, súbito significa que o tempo necessário para o 

estiramento é menor do que a constante de tempo (R2.C2). O “stress relaxation” 



47

depende do realinhamento da matriz extracelular e de perdas de energia nos 

tecidos pulmonares e na interface ar-líquido (Horie e cols., 1971). Já o “pendelluft”  

é  a  transferência  de  um  pequeno   volume   de   gás   dos   compartimentos 

pulmonares de maior pressão para os compartimentos de menor pressão, 

representando o reajuste estático das diferenças regionais de volume pulmonar 

resultantes de desigualdades de constante de tempo (Otis e cols., 1956; Bates e 

cols., 1985).

Vários fatores contribuem para o “stress relaxation” no pulmão, como o 

fenômeno de abertura e fechamento das vias aéreas e espaços alveolares, e as 

perdas de energia nos tecidos e na interface ar-líquido. As fibras de colágeno e 

elastina, isoladamente, apresentam pouca adaptação ao estiramento, mas o 

arranjo da matriz fibro-elástica apresenta contribuição significativa para este 

fenômeno (Horie e cols., 1971). Alguns autores ressaltam o papel da interface ar-

líquido como o principal determinante do “stress relaxation” no pulmão (Horie e 

cols., 1971).

O comportamento não homogêneo da parede torácica não está 

completamente esclarecido. A parede torácica pode se comportar como um 

sistema de dois compartimentos, um de baixa complacência, representando pela 

caixa torácica e outro de complacência mais elevada, o abdome (Peslin e cols., 

1975). Além disso, a pressão intrapleural não é uniforme em toda a cavidade 

torácica, sendo afetada pela contração do diafragma e pela movimentação do 

abdome (D’Angelo e cols., 1974). As propriedades mecânicas do sistema 

respiratório podem sofrer influência da parede abdominal, ajudando a explicar a 

queda não homogênea da pressão pleural após a oclusão das vias aéreas (Zin e 
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cols., 1989). A abertura extensa da parede abdominal leva ao aumento da 

elastância e resistência, provavelmente secundário à redistribuição de volumes 

gasosos no pulmão (Zin e cols., 1989).

O primeiro estudo em animais realizado de acordo com o proposto por 

Bates e colaboradores (Bates e cols., 1985), com subdivisão do sistema em seus 

componentes pulmonar e parede, foi realizado por Saldiva e colaboradores em 

1987 (Saldiva e cols., 1987). Posteriormente, outros trabalhos também 

demonstraram a contribuição significativa da parede torácica para as 

desigualdades do sistema respiratório (Auler e cols., 1987; Zin e cols., 1989; 

D´Angelo e cols., 1993), comprovando que elas podem ser atribuídas aos 

componentes pulmonar e de parede.

O método de oclusão das vias aéreas após insuflação com fluxo constante 

não é capaz de determinar a contribuição relativa do “pendelluft” (desigualdades 

de constantes de tempo) e do “stress relaxation” (componente viscoelástico) para 

o desenvolvimento da queda lenta observada na pressão traqueal (Bates e cols., 

1985; Bates e cols., 1988b; Kochi e cols., 1988). No entanto, vários autores 

acreditam ser a maior contribuição representada provavelmente pelo “stress 

relaxation” (Bates e cols., 1988; Kochi e cols., 1988; Similowski e cols., 1991).

No final dos anos 80, foi demonstrada, através do método de oclusão ao 

final da inspiração, a dependência das resistências pulmonares, de parede e do 

sistema em relação ao fluxo e volume (Kochi e cols., 1988a e 1988b). Em 

condições de isovolume, as resistências pulmonares intrínsecas do pulmão 

(Rinit,L), da parede (Rinit, w) e do sistema respiratório (Rinit,rs) aumentam 

linearmente com o aumento do fluxo, enquanto a resistência adicional (R,L ; 
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R,w ou R,rs), determinada pela dissipação de energia para vencer o 

componente viscoelástico e/ou inomogêneo, se reduz. Esse comportamento se 

reflete na resistência pulmonar total (Rtot,L) que é maior em baixos fluxos do que

em fluxos intermediários. Na situação de isofluxo, aumentando-se o volume, 

Rinit,L; Rinit,w e Rinit,rs decrescem, enquanto que Rtot,L; Rtot,w e R,rs 

aumentam (Kochi e cols., 1988; D’angelo e cols., 1989).

Em 1988, o modelo de oclusão ao final da inspiração foi validado através de 

estudos experimentais utilizando-se cápsulas posicionadas em pontos diferentes 

da superfície pleural. Ao medir diretamente a pressão alveolar, comprovou-se ser 

esta homogênea nos pulmões, apresentando pico de pressão coincidente com o 

ponto de inflexão (Pi) observado na curva de pressão traqueal. Logo, a pressão 

alveolar mostra comportamento semelhante ao encontrado na segunda fase da 

pressão traqueal, a de queda lenta. Tal observação indica que a variação de 

pressão responsável pela queda lenta (P2) ocorre em conseqüência a um 

fenômeno distal ao espaço alveolar, ou seja, no tecido pulmonar. Logo, P2 é uma 

manifestação do comportamento tecidual de adaptação ao stress (Bates e  cols., 

1988; Saldiva e cols., 1992). 

Apesar de haver diversas técnicas que analisam a mecânica do sistema 

respiratório, nos últimos anos o método da oclusão ao final da inspiração foi 

bastante utilizado no estudo da mecânica respiratória, tanto em animais, quanto 

em humanos anestesiados (Bates e cols., 1985; Auler e cols., 1987; Saldiva e 

cols., 1987; D’Angelo e cols., 1989; D’Angelo e cols., 1994). Este método foi 

utilizado no presente trabalho, por fornecer informações individualizadas sobre o 
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componente pulmonar e permitir a análise de suas propriedades elástica, viscosa 

e viscoelástica.

II. OBJETIVOS

II.1- Objetivo Geral

Comparar os efeitos respiratórios da talidomida, sildenafil, talidomida e 

sildenafil e LASSBio596 (um híbrido da talidomida e do sildenafil) na lesão 

pulmonar aguda.  

II.2 - Objetivos Específicos

1 - Pelo método de oclusão ao final da inspiração, avaliar as propriedades 

resistivas, elásticas e viscoelásticas e/ ou inomogêneas após o uso de diferentes 

inibidores de fosfodiesterase em um modelo de lesão pulmonar aguda induzida 

por lipopolissacarídeo de E. coli.

           2 - Estudar as alterações morfométricas e a celularidade total e diferencial  

no parênquima pulmonar.

3  - Correlacionar os achados funcionais com as alterações histopatológicas 

pulmonares 

III. JUSTIFICATIVA

A Lesão Pulmonar Aguda (LPA) /Síndrome do Desconforto Respiratório 

Agudo (SDRA) apresenta alta morbidade e mortalidade. Até o momento, não 
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existe uma opção terapêutica eficaz e o tratamento é de suporte. Sabe-se que a 

SDRA apresenta fibroelastogênese, além do intenso processo inflamatório. 

Portanto, seria desejável o desenvolvimento de fármacos com um efetivo perfil 

antiinflamatório e antifibrogênico e poucos efeitos colaterais (Teixeira e cols., 

1997). 

Os trabalhos iniciais empregando o LASSBio 596 em modelos de SDRA e 

de asma demonstraram resultados promissores (Rocco e cols., 2003; Campos e 

cols., 2006), possivelmente em decorrência da dupla ação antiinflamatória do

composto, agindo nas isoenzimas PDE4 e 5  e reduzindo os níveis de fator de 

necrose tumoral – alfa (TNF-α), como resultado da hibridização molecular utilizada 

na síntese do 596. Assim, com o objetivo de avaliar se a nova molécula apresenta 

eficiência terapêutica mais relevante do que a dos fármacos utilizados na sua 

concepção, separadamente e em associação, eles serão administrados a um 

modelo de Lesão Pulmonar Aguda induzida por lipopolissacarídeo de E. coli.



MATERIAIS E MÉTODOS



53

IV. MATERIAIS E MÉTODOS:

IV.1 - Grupos Experimentais:

O estudo utilizou duzentos e quarenta camundongos BALB/c, pesando 25±5 g 

(média ± DP), oriundos do biotério do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, divididos aleatoriamente entre seis grupos 

experimentais tratados 1 ou 6 horas após a indução da lesão:

A - Grupo Controle (C): quarenta camundongos receberam salina e dimetil-

sulfóxido (DMSO-veículo) intraperitonealmente (i.p) 1 h (n =20) ou 6 h (n=20) 

depois da instilação por via intratraqueal (i.t.) de 0,05 mL de salina (0,9% 

NaCl),

B- Grupo LPS (L): quarenta camundongos receberam salina e dimetil-

sulfóxido (0,2 mL, i.p) 1 h (n = 20) ou 6 h (n =20) depois de ser instilada i.t. 

uma solução contendo 10 g de  lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli

(cepa 055:B5, Sigma-Aldrich, Inc., St.Louis, EUA) diluídos em solução salina 

(0,05 mL de solução final), 

C- Grupo Talidomida (T): quarenta camundongos receberam talidomida (0,025 

µmoles/kg, i.p) 1 h (n =20) ou 6 h (n =20) depois da administração de LPS.

D- Grupo Sildenafil (S): quarenta camundongos receberam sildenafil (0,025 

µmoles/kg, i.p) 1 h (n = 20) ou 6 h (n = 20) depois da administração de LPS.

E-Grupo Talidomida-Sildenafil (TS): quarenta camundongos receberam 

talidomida (0,025 µmoles/kg, i.p) associadamente ao sildenafil (0,025 

µmoles/kg) 1 h (n = 20) ou 6 h (n = 20) depois da administração de LPS.

F- Grupo LASSBio596 (596): quarenta camundongos receberam LASSBio596 

(0,025 µmoles/kg, i.p) 1 h (n = 20) ou 6 h (n = 20) depois da administração de 

LPS.

Não houve randomização entre os tempos de tratamento 1 ou 6 horas.

Vinte e quatro horas depois da instilação traqueal, as variáveis da mecânica 

pulmonar (pressões resistivas e viscoelásticas, e elastância estática) foram 

computadas. Os animais foram sacrificados após a realização da medida da 

mecânica respiratória in vivo e tiveram seus pulmões removidos para análise da 

morfometria pulmonar e quantificação da celularidade total.
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Alguns animais foram descartados por problemas técnicos ou por 

apresentarem aspecto sugestivo de doença infecciosa não relacionada à LPA por 

E.coli. 

A Tabela 5 mostra o número final de animais utilizados no cálculo das 

variáveis medidas. 

Tabela 5 – Número final de animais utilizados por grupo

GRUPO TRATADO 1 h DEPOIS DA 

INDUÇÃO DA LESÃO

GRUPO TRATADO 6 h DEPOIS DA 

INDUÇÃO DA LESÃO

CONTROLE (C) 11 animais CONTROLE (C) 12 animais

LPS (L) 20 animais LPS (L) 20 animais

TALIDOMIDA (T) 13 animais TALIDOMIDA (T) 15 animais

SILDENAFIL (S) 15 animais SILDENAFIL (S) 15 animais

TALIDOMIDA E 

SILDENAFIL (TS)
14 animais

TALIDOMIDA E 

SILDENAFIL (TS)
14 animais

LASSBio 596 (596) 13 animais LASSBio 596 (596) 13 animais

LPS, lipopolissacarídeo; C, grupo controle; L, grupo que recebeu LPS; T, S, TS e 

596, grupos que receberam LPS e foram tratados com talidomida, sildenafil, 

talidomida e sildenafil e LASSBio 596, respectivamente. 

IV.2 -   Mecânica pulmonar:

Nos dias dos experimentos os animais foram sedados com diazepam (0,4 

mg/Kg, i.p), pesados (balança Filizola, modelo BR, Indústrias Filizola SA, SP, Brasil) 

e, então, anestesiados com pentobarbital sódico (20 mg/kg i.p.). Essa combinação 

medicamentosa é suficiente para manter o animal em plano anestésico (supressão 

do reflexo córneo-palpebral) por 1 hora. As medidas de mecânica pulmonar não 

duraram mais do que 20 minutos.
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Depois de anestesiados, os animais foram colocados em decúbito dorsal 

sobre uma pequena mesa sob foco cirúrgico, sendo seus membros fixados por 

esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos horizontalmente estendidos a 

90 graus em relação ao corpo e os membros inferiores estendidos em diagonal. Após 

o posicionamento cirúrgico, foi realizada traqueotomia pela qual se introduziu um 

jelco 20G com 32 mm de comprimento e 0,8 mm de diâmetro interno, sendo a cânula 

fixada à traquéia por meio de fios de algodão. Os animais foram paralisados com 

brometo de pancurônio (0,005 mg/kg peso, através de administração intra-

peritoneal).

Os camundongos foram, então, acoplados à prótese ventilatória por um 

ventilador de fluxo constante (Samay VR15, Universidad de la Republica, 

Montevidéu, Uruguai) e ventilados com freqüência de 100 incursões respiratórias por 

minuto e um volume corrente (VT) de 0,2 mL e fluxo de 1mL/s.

Após a adaptação ao respirador, os animais foram submetidos a incisão 

cirúrgica por tesoura na linha média do abdomen justo abaixo do apêndice xifóide. A 

incisão foi estendida, superficialmente, ao longo da parede torácica sobre o esterno, 

sendo, então, a pele do animal retirada por tração lateral. A seguir, a incisão 

abdominal foi estendida lateralmente, para esquerda e para direita, seguindo o bordo 

inferior das costelas até atingir a linha axilar anterior, bilateralmente. Com a cavidade 

abdominal aberta, foi possível visualizar o diafragma, que foi perfurado e secionado 

segundo a mesma orientação da abertura da parede abdominal. 

Imediatamente antes da perfuração do diafragma a cânula traqueal foi 

conectada a um transdutor de presão (ver abaixo). Perfurado o músculo, o traçado 

de pressão apresentou um deslocamento positivo correspondente à pressão de 
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retração elástica do pulmão. Essa mesma pressão (cerca de 2 cmH2O) foi instalada 

no ventilador artificial como pressão positiva ao final da expiração (PEEP) (Saldiva e 

cols., 1992).

Após a retirada do diafragma, a parede torácica foi removida por cortes 

longitudinais bilaterais ao nível das linhas axilares anteriores, em toda sua extensão, 

e seção transversal abaixo da clavícula.

O ventilador foi ajustado previamente para gerar, quando desejado, uma 

pausa de 5 segundos ao final da inspiração. Foram tomados cuidados especiais na 

manutenção do volume (VT = 0,2 mL) e fluxo (V’= 1 mL/s) constantes em todos os 

animais, a fim de evitar os efeitos de diferentes fluxos, volumes e duração da 

inspiração nas variáveis medidas (Kochi e cols., 1988a, 1988b; Simlowski e cols., 

1989).

O tubo traqueal foi conectado a um pneumotacógrafo para pequenos animais, 

como descrito por Mortola e Noworaj (Mortola & Noworaj, 1983), sendo o ventilador 

acoplado à outra extremidade do pneumotacógrafo. O pneumotacógrafo é 

constituído por uma cânula metálica com duas saídas laterais conectadas a um 

transdutor diferencial de pressão, Validyne MP 45-2 (Engineering Corp, Northridge, 

CA, EUA), para medida de fluxo aéreo, sendo o volume corrente obtido por 

integração do sinal de fluxo. Através de outra saída lateral, a via aérea foi conectada 

a um transdutor diferencial de pressão Validyne MP45-2 (Engineering Corp, 

Northridge, CA, EUA) para medida da pressão transpulmonar (PL). 

Uma vez que não houve modificações abruptas no diâmetro no nosso circuito, 

provavelmente foram evitados erros de medida da resistência ao fluxo (Chang e 

cols., 1981; Loring e cols., 1979). O espaço morto do equipamento foi 0,2 mL. Todos 
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os sinais foram condicionados e amplificados num polígrafo Beckman tipo R 

(Beckman Instruments, Schiller Park, IL, EUA). Os sinais de pressão e fluxo foram 

passados através de filtros Bessel de 8 pólos (902LPF, Frequency Devices,  

Haverhill, MA, EUA), convertidos de analógico para digital (DT-2801A, Data 

Translation, Malboro, MA, EUA) e armazenados em um computador. Todos os dados 

foram coletados usando o software LABDAT (RHT-InfoData, Inc., Montreal, Quebec, 

Canadá) (Figura 7).

Durante os experimentos evitou-se ao máximo a manipulação da cânula 

traqueal com aspirações e insuflações, para eliminar possíveis interferências sobre 

os parâmetros medidos.

A mecânica pulmonar foi obtida através da captação de 15 ciclos respiratórios, 

pelo método da oclusão ao final da inspiração (descrito a seguir).

IV.3 -  Método de Oclusão ao Final da Inspiração

A mecânica respiratória foi avaliada pelo método de oclusão ao final da 

inspiração (Bates e cols., 1985), que permite analisar separadamente os 

componentes elástico, viscoso e viscoelástico e/ou inomogêneo do sistema 

respiratório.
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 Figura 7 – Montagem experimental consistindo de:
1 - Cilindro de ar comprimido.
2 - Válvula redutora de pressão.
3 - Ventilador de fluxo inspiratório constante composto por duas válvulas 
solenóides.
4 - Pneumotacógrafo.
5 - Peça T para medida de pressão nas vias aéreas.
6 - Cânula traqueal.
7 - Mesa cirúrgica.
8 - Transdutor diferencial de pressão para medida de pressão 
transpulmonar.
9 - Transdutor diferencial de pressão para medida de fluxo.
10 - Polígrafo de oito canais com amplificação dos sinais de fluxo e pressão 
transpulmonar.
11 - Filtros.
12 - Conversor analógico-digital de 12 bits.
13 - Microcomputador. 
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Após a oclusão das vias aéreas ao final da inspiração, sob fluxo constante, 

ocorre uma queda súbita da PL até um ponto de inflexão (Pi) a partir do qual o 

decaimento da pressão assume caráter mais lento, atingindo um platô em sua 

porção terminal. Esta fase de platô corresponde à pressão de retração elástica do 

pulmão (Pel). A diferença de pressão (P1) que caracteriza a queda rápida inicial, 

representada pela diferença entre a pressão máxima inicial (Pmax) e o ponto a partir 

do qual a queda se torna mais lenta (Pi), corresponde ao componente viscoso 

pulmonar. A segunda variação de pressão (P2), representada pela queda lenta, do 

Pi ao platô (Pel), reflete a pressão dissipada para vencer os componentes 

viscoelástico (“stress relaxation”) e/ou inomogêneo (“pendelluft”) do tecido pulmonar. 

A soma de P1 e P2 fornece a variação total de pressão no pulmão (Ptot) (Figura 

8).

As elastâncias estáticas (Est) e dinâmica (Edyn) do pulmão podem, então, ser 

obtidas dividindo-se Pel e Pi, respectivamente, pelo volume corrente. E é a 

diferença entre Edyn e Est.
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Figura 8 – Método de Oclusão ao Final da Inspiração. Registros dos 
sinais de fluxo aéreo, volume (V) e pressão transpulmonar (PL) em 
função do tempo. Os pulmões foram ventilados com volume 
corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s. O platô foi alcançado 
após uma pausa inspiratória de 5 s. Após a oclusão das vias 
aéreas, há uma queda rápida na PL (P1) que corresponde a Pmax 
– Pi, pressão dissipada para vencer o componente viscoso do 
pulmão, seguida por uma queda lenta (P2), pressão dissipada 
para vencer os componentes viscoelástico e/ou inomogêneo do 
pulmão, até um ponto de equilíbrio elástico, representada pela 
pressão de retração elástica pulmonar (Pel). A linha de base do 
registro de pressão corresponde à pressão positiva ao final da 
expiração (PEEP) de 2 cmH2O (neste animal).
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Para a realização da oclusão, o aparelho utiliza uma válvula com tempo de 

fechamento definido (10 ms). Como este fechamento não é absolutamente 

instantâneo, o volume nunca cai a zero imediatamente após a oclusão, propiciando, 

assim, a existência de um pequeno fluxo durante os 10 ms em que se realiza a 

oclusão. Este fluxo será responsável pelo aumento do volume pulmonar e, 

conseqüentemente, de Pi e Pel. Por isso, foi feita correção de acordo com Kochi e 

colaboradores (Kochi  e cols., 1988a).

As seguintes fórmulas foram utilizadas na análise da mecânica pulmonar:

P1 = Pmax – Pi

P2 = Pi – Pel

Ptot = P1 + P2

Est = Pel / VT

Edyn = Pi / VT

E = Edyn – Est

Onde:

P1 = variação de pressão dissipada para vencer o componente viscoso pulmonar

P2 = variação de pressão dispendida para vencer o componente viscoelástico e/ou 

inomogêneo  pulmonar

Pmax = pressão pulmonar máxima atingida

Pi = pressão pulmonar no ponto de inflexão

Pel = pressão de retração elástica pulmonar

Est = elastância estática do pulmão

Edyn = elastância dinâmica do pulmão
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E = diferença entre as elastâncias dinâmica e estática pulmonares

VT = volume corrente

A resistência total do equipamento (Req), incluindo a cânula traqueal, foi 

previamente aferida através da aplicação de fluxos de ar ao sistema, com 

concomitante registro das variações de pressão (P). Uma vez que R = P / V’, a 

resistência do equipamento corresponde ao coeficiente angular da curva PxV’. A 

Req, constante até fluxos de 26 mL/s, foi de 0,8 cmH2O/mL/s A variação de pressão 

determinada pelo equipamento (Peq = Req.V’) foi subtraída de Ptot e P1, de 

forma que os resultados refletem propriedades mecânicas intrínsecas.

IV.4 -  Remoção dos pulmões e análise histopatológica:

Ao término do experimento injetou-se 1 mL de heparina na veia cava inferior e

após 2 minutos os animais foram exangüinados por secção da aorta abdominal e 

veia cava inferior e a traquéia foi ocluída ao final da expiração com um fio de 

algodão. A porção abdominal do esôfago foi identificada e isolada, sendo presa por 

uma pinça hemostática. As estruturas do pescoço foram dissecadas com liberação 

das vias aéreas. A pinça que prendia o esôfago era suavemente tracionada para 

cima, permitindo separá-lo das estruturas aderidas à parede torácica posterior. Com 

todas as estruturas individualizadas, a traquéia foi seccionada acima do local ligado 

pelo fio e, posteriormente, o esôfago foi separado do conjunto por leve tração.

Os pulmões foram congelados por imersão rápida em nitrogênio líquido,

(aproximadamente 3 min), retirados e mantidos em solução de Carnoy (etanol 60%, 

clorofórmio 30% e ácido acético 10%) a -70º C por 24 h. Após esse período, o 
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material foi desidratado progressivamente através de imersão em soluções com 

concentração crescente de etanol, como discriminado abaixo:

- MC-1: etanol 70%, clorofórmio 22,5% e ácido acético 7,5%, a -20oC durante 1 h;

- MC-2: etanol 80%, clorofórmio 15% e ácido acético 5%, a -20oC durante 1 h; 

- MC-3: etanol 90%, clorofórmio 7,5% e ácido acético 2,5%, a -20oC durante 1 h;

- etanol a 100%, a -20oC durante 1h e, em seguida, a -4oC durante 24 h.  

Depois da fixação, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes 

histológicos com 3 m de espessura.

As lâminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com hematoxilina e 

eosina (H&E) e analisadas por microscopia óptica (Axioplan, Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha) segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos. Para a análise 

descritiva, toda a superfície da lâmina foi observada com todas as estruturas 

pulmonares representadas, em aumento de 100 e 400x. 

A análise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de 

contagem de pontos (“point-couting”) (Gundersen e cols., 1988), utilizando-se uma 

ocular acoplada ao microscópio, contendo um sistema de referência de 100 pontos e 

50 linhas dispostos em paralelo (Figura 9). A fração de volume de áreas de unidades 

alveolares normais, colapsadas ou hiperdistendidas (maior que 120 µm) foi 

determinada através da técnica convencional de contagem de pontos ("couting 

point") (Weibel, 1990), utilizando uma ocular acoplada ao microscópio contendo um 

sistema de referência de 100 pontos e 50 linhas dispostos em paralelo (Figura 11). 

Foram avaliados 10 campos não coincidentes escolhidos randomicamente, em um 

aumento na ocular do microscópio óptico de 400X. A soma dos pontos que caiam em 
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área de alvéolo colapsado, normal ou hiperdistendido foi dividida pelo número total 

de pontos em cada campo analisado.

As células polimorfonuclear e mononuclear e o tecido pulmonar foram 

avaliados na ampliação 1000X. Os pontos que caem em células polimorfonuclear e 

mononuclear foram contados e divididos pelo número total dos pontos que caem na 

área do tecido em cada campo microscópico.

Figura 9 – Retículo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificação 

dos parâmetros morfométricos
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IV.5 – Aspectos éticos

Os animais receberam cuidados em concordância com os “Principles of 

Laboratory Animal Care”, formulados pela National Society for Medical Research 

(Estados Unidos da América) e com o “Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals” preparado pela United States National Academy of Sciences. O protocolo 

experimental foi aprovado pela Comissão de Avaliação do Uso de Animais em 

Pesquisa (CAUAP) do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Universidade 

Federal do Rio de Janeiro.

IV.6 -  Análise estatística

 Os valores finais foram expressos como média  erro padrão da média 

(EPM).

Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov 

(com correção de Lilliefors) para avaliar a normalidade de suas distribuições. A 

seguir foi aplicado o teste da mediana de Levene para verificar a igualdade de 

variâncias. Se os dados satisfizessem ambos, eram aplicados testes paramétricos. 

No caso de qualquer um deles não ser satisfeito, testes não-paramétricos foram 

empregados. 

Os parâmetros mecânicos dos grupos foram comparados através da análise 

de variância (one-way ANOVA). Quando múltiplas comparações foram necessárias, 

o teste de Tukey foi aplicado.
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Os parâmetros de morfometria, e celularidade foram submetidos à 

transformada arcoseno, para posteriormente serem comparados através do one-way 

ANOVA (Zar, 1996), seguido de teste de Tukey quando múltiplas comparações foram 

necessárias

A relação entre parâmetros mecânicos e morfométricos foi avaliada pela 

correlação de Spearman.

Em todos os testes, o nível de significância foi 5%. 

A análise estatística foi realizada com o programa estatístico SigmaStat v 2.0 

(Jandel Scientific, San Rafael, CA, EUA).
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V- RESULTADOS 

V.1. Mecânica respiratória 

 
As diferenças entre os parâmetros de mecânica respiratória (Est, Edyn,  ∆E,  

∆P1,  ∆P2 e ∆Ptot) observadas entre os animais do grupo que recebeu salina i.t. e 

o veículo (DMSO-salina) i.p e dos grupos que receberam 10 µg LPS i.t. e foram 

tratados com os diferentes fármacos ou com salina (i.p) uma hora ou seis horas 

após a indução da lesão, estão  também representadas nas figuras 10 ,11,12 e13. 

Os animais do grupo L que receberam 10 µg de LPS apresentaram aumento 

significativo dos componentes viscoelástico e elástico pulmonar em relação ao 

grupo controle (C), confirmando a indução de lesão pulmonar. 

A talidomida e o sildenafil, administrados 1 h após a indução da lesão 

pulmonar aguda independentemente ou combinados, apresentaram menor 

potencial em reduzir a Est em relação ao grupo L (T = 3%, S = 10%, e TS =  0%) 

(Figura 10) e Edyn (T = 5%, S = 10% e TS = 2%), do que o 596 (Est = 20%, Edyn 

= 19%) (Figura 10). Apesar de tratados, os animais dos grupos T, S, e TS 

permaneceram com Est e Edyn maiores do que os respectivos valores no grupo 

C. Além disso, Est e Edyn dos grupos T, S, e TS não apresentaram diferenças 

estatisticamente signicativas em relação aos camundongos do grupo L ao passo 

que o tratamento com LASSBio596 fez retornar estas variáveis a valores não 

diferentes dos controles (C), como apresentado na Figura 10. 
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Figura 10 – Elastâncias do pulmão durante ventilação mecânica nos animais dos 

grupos controle (C), LPS (L), e dos grupos talidomida (T), sildenafil (S), talidomida 

associada ao sildenafil (TS) e LASSBio596 (596) administrados 1 hora depois da 

indução da lesão. Est (cmH2O/mL): elastância estática do pulmão. Edyn 

(cmH2O/mL): Elastância dinâmica do pulmão. ∆E (cmH2O/mL): Edyn - Est. Os 

valores correspondem à média de 11 a 20 animais por grupo ± erro padrão da 

média. Letras diferentes representam valores estatisticamente  diferentes (p<0,05). 

 

Nos animais tratados 1 h após a lesão,  os parâmetros ∆E e ∆P2 tiveram 

um comportamento semelhante entre si: os grupos T, S e TS apresentaram 

valores intermediários entre os dos grupos C e L. Em contraponto, o grupo 596 foi 

o único que não se assemelhou estatisticamente ao grupo L. O componente 

viscoso (∆P1) foi similar nos 6 grupos (Figura 11). 
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O comportamento dos grupos S e 596 foi similar ao controle em relação à 

variação da pressão total (∆Ptot). (Figura 11). 

Figura 11 –Variações de pressões do pulmão durante ventilação mecânica 

nos animais dos grupos controle (C), LPS (L), e dos grupos talidomida (T), 

sildenafil (S), talidomida associada ao sildenafil (TS) e LASSBio596 (596) 

administrados 1 hora depois da indução da lesão. ∆P1(1) reflete a pressão 

dissipada para vencer a resistência de vias aéreas centrais e o componente 

viscoso de pulmão, ∆P2(2) está relacionada ao relaxamento da tensão (stress 

relaxation) do tecido pulmonar e eventual desigualdades mecânicas no pulmão, 

∆Ptot reflete as modificações nos componentes resistivos e viscoelásticos e/ou 

inomogêneos pulmonares. ∆Ptot(tot)=∆P1+ ∆P2 (cmH2O). Os valores 

correspondem à média de 11 a 20 animais por grupo ± erro padrão da média. 

Letras diferentes representam valores estatisticamente diferentes (p<0,05). 

 

A talidomida e o sildenafil, administrados 6 h após a indução da lesão 

pulmonar aguda independentemente ou combinados, apresentaram menor 
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potencial em reduzir a Est em relação ao grupo L (T = S = 14% , TS = 8%) e Edyn 

(T = S = 15%, TS = 8%), do que o tratamento com o 596 (Est = 25%, Edyn = 24%) 

(Figura 12). Apesar de tratados, os animais dos grupos T, S, e TS permaneceram 

com Est e Edyn maiores do que o grupo C. Além disso, Est e Edyn dos grupos T, 

S, e TS não apresentaram diferenças estatisticamente signicativas em relação aos 

camundos do grupo L ao passo que o tratamento com LASSBio596 fez retornar 

estas variáveis a valores não diferentes dos controles (C), como apresentado na 

Figura 12. Qualitativamente, os tempos 1 e 6 horas se comportaram de forma 

similar. 

 

Figura 12 –Variações de pressões do pulmão durante ventilação mecânica 

nos animais dos grupos controle (C), LPS (L), e dos grupos talidomida (T), 

sildenafil (S), talidomida associada ao sildenafil (TS) e LASSBio596 (596) 

administrados 6 horas depois da indução da lesão.Est (cmH2O/mL): elastância 

estática do pulmão. Edyn (cmH2O/mL): Elastância dinâmica do pulmão. ∆E 
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(cmH2O/mL): Edyn - Est. Os valores correspondem à média de 11 a 20 animais 

por grupo ± erro padrão da média. Letras diferentes representam valores 

estatisticamente diferentes (p<0,05). 

 

Nos animais tratados 6 h após a lesão, ∆E e ∆P2 se comportaram de forma 

muito semelhante: os grupos T, S e TS apresentaram valores similares entre si e 

aos do grupo L. Em contraponto, o grupo 596 foi o único que não se assemelhou 

estatisticamente ao grupo L, assemelhou-se ao controle, mas também não foi 

diferente dos demais tratamentos . O componente viscoso (∆P1) foi similar nos 6 

grupos (Figura 13). 

Em relação à variação da pressão total (∆Ptot), o comportamento dos 

grupos S e 596 foi similar ao controle, diferentes de L e iguais aos grupos T e TS. 

(Figura 13). 
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Figura 13 –Variações de pressões do pulmão durante ventilação mecânica 

nos animais dos grupos controle (C), LPS (L), e dos grupos talidomida (T), 

sildenafil (S), talidomida associada ao sildenafil (TS) e LASSBio596 (596) 

administrados 6 horas depois da indução da lesão. ∆P1(1) reflete a pressão 

dissipada para vencer a resistência de vias aéreas centrais e o componente 

viscoso de pulmão, ∆P2(2) está relacionada ao relaxamento da tensão (stress 

relaxation) do tecido pulmonar e eventual desigualdades mecânicas no pulmão, 

∆Ptot reflete as modificações nos componentes resistivos e viscoelásticos e/ou 

inomogêneos pulmonares. ∆Ptot(tot)=∆P1+ ∆P2 (cmH2O). Os valores 

correspondem à média de 11 a 20 animais por grupo ± erro padrão da média. 

Letras diferentes representam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).Os 

valores de volume e fluvs.o utilizados durante o evs.perimento estão mostrados no 

anevs.o não variaram significativamente nos grupos estudados. 

 

V.2. ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA E MORFOMÉTRICA 

V.2.1. Análise qualitativa 

 
A presença de espessamento de septo foi observada em todos os grupos 

com lesão pulmonar aguda apresentando-se menos acentuada no grupo 596 

independente do momento da administração do fármaco. Nos animais com LPA 

todos os grupos apresentaram maior percentual de colapso, bem como menor 

percentual de áreas normais do que o grupo controle (Figuras 14 e 15).  
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Figura14: Fotomicrografias de parênquima pulmonar coradas com hematovs.ilina-eosina dos grupos 
controle (C), LPS (L), talidomida (T), sildenafil (S), talidomida associada ao sildenafil (TS), LASSBio 596 
(596)  tratados 1 h após a instilação intratraqueal (i.t) Ampliação original: vs.400. Barras=100 µm. 

T10 µ m T10 µ m 10 µ m T10 µ m T10 µ m 10 µ m T10 µ m 10 µ m T10 µ m 100 µ m 

C 10 µ m C 10 µ m 10 µ m C 10 µ m C 10 µ m 10 µ m C 10 µ m 10 µ m C 10 µ m 100 µ m L10 µm L10 µm10 µm L10 µm L10 µm10 µm L10 µm10 µm L10 µm100µm

S10 µm S10 µm10 µm S10 µm S10 µm10 µm S10 µm10 µm S10 µm100µmT10 µ m T10 µ m 10 µ m T10 µ m 10 µ m T10 µ m 100 µ m 

59610 µm 59610 µm10 µm 59610 µm 59610 µm10 µm 59610 µm10 µm 59610 µm100µm
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Figura15: Fotomicrografias de parênquima pulmonar coradas com hematovs.ilina-eosina dos grupos 
controle (C), LPS (L), talidomida (T), sildenafil (S), talidomida associada ao sildenafil (TS), LASSBio 596 
(596)  tratados 6 h após a instilação intratraqueal (i.t) Ampliação original: vs.200. Barras=100 µm.  

100µm C100µm100µm C

100µm 596100µm100µm 596

10 µm L100µm L
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V.2.2. Análise quantitativa 

 

Os valores obtidos na análise quantitativa dos grupos C, L, T, S, TS e 596 

são apresentados nas tabelas 8, 9, 10 e 11. Os valores representam a média de 

10 lâminas por grupo, com a observação de 5 a 10 campos por lâmina. Sendo as 

tabelas 8 e 9 representativas da celularidade pulmonar e as tabelas 10 e 11 

representativas da morfometria pulmonar. 

No grupo que recebeu antinflamatórios 1 h após a indução da lesão, a 

quantificação dos campos analisados evidenciou aumento significativo de PMN 

total para os grupos L, T, S, TS, 596 (Tabelas 6). O número total de MN foi 

significativamente menor nos grupos T e 596, quando comparados ao grupo L, 

que não diferiu de S e TS. Todos os tratamentos foram eficientes em reduzir a 

quantidade de células PMN em relação a L, embora o fármaco 596 tenha 

apresentado uma melhor performance.  

O animais tratados 6 horas após a indução da lesão apresentaram uma 

redução significativa no número de PMN em relação a L em todos os tratamentos, 

com evs.ceção de TS. O grupo 596 foi diferente dos demais tratamentos e aquele 

que mais se aprovs.imou dos animais controle. Em relação aos MN apenas os 

tratamentos S e 596 mostraram-se significativamente diversos do grupo L. O 

grupo 596 foi o que mais se aprovs.imou de C (Tabela 7). 
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Tabela 6 – Percentual de mononucleares e de polimorfonucleares dos grupos 

controle e submetidos a diferentes tratamentos uma hora após a lesão. 

 C L T S TS 596 

PMN 8,7±0,28 a 31,6±1,04 b 24,0±1,13 c 23,1±1,46c 26,2±1,19c 17,7±0,90d

% de 

inibição 

de PMN 
_ _ 24,1 26,9 17,1 44,0 

MN 28,9±0,95a 17,8±1,27 b 21,7±0.51 c 17,1±0,66 b 16,8±0,82b 21,5±0,69c

 
Percentual de células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN) nos 

animais dos grupos controle (C), LPS (L), talidomida (T), sildenafil (S), talidomida 

associada ao sildenafil (TS) e LASSBio596 (596) e percentual de inibição de 

células polimorfonucleares (PMN) pelos fármacos no tempo 1 hora depois da 

indução da lesão. Os valores correspondem à média de 5 a 10 campos por lâmina 

± erro padrão (10 lâminas por grupo). Letras diferentes representam valores 

estatisticamente diferentes (p<0,05). 
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Tabela 7 – Percentual de mononucleares e de polimorfonucleares dos grupos 

controle e submetidos a diferentes tratamentos seis horas após a lesão.             

 C L T S TS 596 

PMN 10,8±0,65a 38,1±0,79b 32,9±0,67c 24,6±1,08d 35,6±1,30b,c 17,2±0,73e 

% de 

inibição de 

PMN 
_ _ 13,6 35,4 6,6 54,9 

MN 31,5±0,43a 7,8±0,47 b 11,7±0,65b 21,0±1,69c 8,6±1,23 b 27,1±1,08d 

 
Percentual de células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN) nos 

animais dos grupos controle (C), LPS (L), talidomida (T), sildenafil (S), talidomida 

associada ao sildenafil (TS) e LASSBio596 (596) e percentual de inibição de 

células polimorfonucleares (PMN) pelos fármacos no tempo 6 horas depois da 

indução da lesão. Os valores correspondem à média de 5 a 10 campos por lâmina 

± erro padrão (10 lâminas por grupo). Letras diferentes representam valores 

estatisticamente diferentes (p<0,05). 

Na análise morfométrica do parênquima pulmonar dos animais tratados em 

1 hora, observou-se uma redução significativa na fração de alvéolos normais nos 

grupos que receberam 10 µg de LPS (i.t.) (Tabela 8). Nos animais tratados, houve 

diferenças significativas na seguinte ordem: TS < T = S < 596. Naturalmente a 

quantidade de colapso mostrou-se a imagem especular desses achados. Não 

foram encontradas unidades alveolares hiperinsufladas. 
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Tabela 8 – Morfometria do parênquima pulmonar uma hora após a lesão.  

 C L T S TS 596 

Normal 

(%) 96,3±0,58a 47,3±1.19b 78,5 ±2,40c 79,7±1,39c 60,3±1.08d 88,9±0,94e

(%) 

Colapso  3,7±0,58 a 52,7± 1,19b 21,5±2,40c 20,3±1,39c 39,7±1,08d 11,1±0,94e

% de 

redução

de 

Colapso 

_ _ 59,2 61,5 24,7 78,9 

 

Fração de área de alvéolos normais e colapsados, dos grupos controle (C), 

LPS (L), e dos grupos talidomida (T), sildenafil (S) e talidomida mais sildenafil (TS) 

administrados e LASSBio596 (596) e percentual de redução de fração de área de 

alvéolos colapsados pelos fármacos administrados 1 hora depois da indução da 

lesão. Os valores correspondem à média de 5  a 10 campos por lâmina ± erro 

padrão (10 lâminas por grupo). Letras diferentes representam valores 

estatisticamente diferentes (p<0,05). 

 

 No grupo 6 horas (Tabela 9) observou-se uma redução similar nos grupos 

L, T, S e TS em relação ao controle. O grupo 596 mostrou uma percentagem de 

alvéolos normais intermediária entre aquelas de C e dos outros grupos.  As áreas 

colapsadas dos grupos L, T, S e TS foram iguais entre si e maiores do que nos 

animais controle (C). Uma vez mais, o grupo tratado com LASSBio 596 (596) 

apresentou-se em posição intermediária entre o grupo C e os demais grupos. 
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Tabela 9 – Morfometria do parênquima pulmonar seis horas após a lesão.  

 C L T S TS 596 

Normal 

(%) 95±0,41a 47,3±2.05 b 55,2±3,85 b 55.5±3.81 b 57,5±4.11 b 71,3±2,83 c

Hiperin- 

suflação 

(%) 
0 ±0,00a 1,5±0,60a 2,8±1,16a 3,1±1,87a 3,6±1,59a 0,9±0,38 a 

Colapso 

(%) 5±0,41 a 51,2±1,79 b 42±3,66 b 41,4±2.55 b 38,9±3.83 b 27,8±3,60 c

% de 

redução 

de 

Colapso 

_ _ 18,0 19,1 24,0 45,7 

 

Fração de área de alvéolos normais e colapsados e hiperinsuflados, dos 

grupos controle (C), LPS (L), e dos grupos talidomida (T), sildenafil (S) e talidomida 

associada ao sildenafil (TS) e LASSBio596 (596) e percentual de redução de 

fração de área de alvéolos colapsados pelos fármacos administrados 6 horas 

depois da indução da lesão. Os valores correspondem à média de 5  a 10 campos 

por lâmina ± erro padrão (10 lâminas por grupo). Letras diferentes representam 

valores estatisticamente diferentes (p<0,05). 

 

V.3. CORRELAÇÃO ENTRE ACHADOS MECÂNICOS E MORFOMÉTRICOS 

Foi observada uma correlação positiva, estatisticamente significativa, entre 

todos os parâmetros de mecânica pulmonar obtidos nos animais com LPA 

induzida por LPS e a fração de área de colapso alveolar, indicando que a melhora 
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funcional provocada pelos fármacos se relacionou diretamente com a prevenção 

do colapso alveolar e do recrutamento de células inflamatórias (PMN) 

independente do momento da administração dos fármacos. 

Tabela 10 :Correlação dos parâmetros da morfometria e celularidade com a 

mecânica pulmonar Animais tratados 1 hora após a indução da lesão 

 
Parâmetros 

 
Coeficiente de correlação Valor de P 

∆E VS. C r = 0,46 p < 0,001 

EST VS. C r = 0,58 p < 0,001 

∆P2 VS. C r = 0,42 p < 0,001 

∆E VS. PMN r = 0,47 p < 0,001 

Est VS. PMN r = 0,52 p < 0,001 

∆P2 VS. PMN r = 0,47 p < 0,001 

 
 
Variação de elastância (∆E), fração de área de alvéolos normais e colapsados (C), 

elastância estática do pulmão (Est), ∆P2 (cmH2O): pressões dissipadas para 

vencer a viscoelasticidade/inomogeneidades pulmonares Percentual de células 

polimorfonucleares (PMN). A correlação entre os parâmetros funcionais e 

morfométricos foi determinada pelo teste de correlação de Spearman 
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Tabela 10 :Correlação dos parâmetros da morfometria e celularidade com a 

mecânica pulmonar Animais tratados 6 horas após a indução da lesão 

 
Parâmetros 

 

 
Coeficiente de correlação 

 
Valor de P 

∆E VS. C r = 0,51 p < 0,001 

EST VS. C r = 0,49 p < 0,001 

∆P2 VS. C r = 0,52 p < 0,001 

∆E VS. PMN r = 0,48 p < 0,001 

Est VS. PMN r = 0,44 p < 0,001 

∆P2 VS. PMN r = 0,50 p < 0,001 

 

Variação de elastância (∆E), fração de área de alvéolos normais e colapsados (C), 

elastância estática do pulmão (Est), ∆P2 (cmH2O): pressões dissipadas para 

vencer a viscoelasticidade/inomogeneidades pulmonares Percentual de células 

polimorfonucleares (PMN). A correlação entre os parâmetros funcionais e 

morfométricos foi determinada pelo teste de correlação de Spearman 
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O presente estudo é inédito pela comparação dos efeitos de conhecidos 

agentes farmacológicos (talidomida e sildenafil) com um fármaco concebido 

através da hibridação molecular destes (i.e.,LASSBio 596) sobre a função 

pulmonar, morfometria e recrutamento de células inflamatórias em um modelo de 

LPA/SDRA. Estudo anterior com o mesmo modelo experimental (LPA induzida por 

LPS de E. coli) revelou que LASSBio 596 protegeu os camundongos, mantendo os 

valores das variáveis mecânicas idênticos àqueles do grupo controle, e 

apresentando menor colapso de espaços aéreos , com normalização do número 

de polimorfonucleares (Rocco e cols., 2003). Nosso trabalho amplia esses 

conhecimentos, estudando pela primeira vez os efeitos da talidomida e do 

sildenafil (e sua aplicação conjunta) sobre a mecânica, celularidade e morfometria 

pulmonares em camundongos portadores de LPA/SDRA. Além disso. aqueles 

tratamentos foram comparados entre si e com o LASSBio 596.

A comparação entre os efeitos dos fármacos testados foi feita com base: 1) 

na análise da mecânica respiratória (pressões elásticas, resistivas e viscoelásticas 

e/ou inomogêneas pulmonares), 2) no estudo da morfometria pulmonar (fração de 

área de alvéolos normais e colapsados) e 3) na quantificação da celularidade 

pulmonar. Os fármacos testados nas doses do presente estudo demonstraram 

efeito inibitório sobre o recrutamento de células PMN e colapso alveolar. Em 

relação às disfunções da mecânica pulmonar observadas no modelo murino de 

LPA/SDRA, apenas o fármaco LASSBio 596 demonstrou ser significativamente 

eficaz em reduzir as alterações funcionais independentemente do momento da 

administração (Figuras 10 e 11).
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VI.1 – Modelo

Na década passada, houve uma explosão no entendimento da 

fisiopatologia da LPA/SDRA. Todavia, a moderna farmacologia e a terapia 

intensiva falharam em alterar o curso clínico dessa complexa condição. O uso de 

modelos animais possibilitou enormemente o entendimento da lesão e possui 

papel central no desenvolvimento de novos agentes terapêuticos. 

Existe uma enorme variedade de espécies animais disponíveis para a 

pesquisa biológica, e uma parte importante da interpretação dos resultados é a 

cuidadosa seleção da espécie. Como regra geral, a espécie filogeneticamente 

mais próxima à humana possui a melhor correlação clínica. Porém, algumas 

espécies são particularmente resistentes aos efeitos das endotoxinas, e nosso 

experimento exigia um número considerável de animais. Por esse motivo, 

escolhemos camundongos, já que eles reproduzem as características da 

LPA/SDRA humana e não necessitam de um período muito longo de tempo para 

se encontrarem em condições de uso, após seu nascimento. Além disso, a 

possibilidade de controlar as variáveis ambientais e patológicas em animais de 

experimentação justificou, no nosso experimento, a opção por pequenos animais. 

As condições predisponentes associadas à LPA/SDRA podem ser agrupadas 

naquelas que derivam de uma agressão direta ou indireta ao pulmão. 

Vários modelos e substâncias têm sido utilizados para um melhor 

entendimento da patogênese da SDRA. Dentre eles, podemos citar aqueles 

produzidos por ácido oleico (Slutsky e cols., 1980; Schuster., 1994), bleomicina 
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(Snider e cols., 1978), embolia aérea (Clack e cols., 1984), paraquat (Manktelow, 

1967; Mello, 1996) e o modelo de ligação/perfuração cecal (CLP) (Baker e cols., 

1983). Porém, modelos que utilizam endotoxinas são utilizados com maior 

freqüência porque o sistema respiratório está continuamente exposto aos baixos 

níveis de LPS presentes no ar, incluindo poeira orgânica (Rylander e cols.,1985), 

poluição atmosférica (Kline e cols., 1999) e fumaça de cigarro (Hasday e 

cols.,1999). Por fim a sepse por bactérias gram negativas constitui um dos 

maiores problemas nas unidades de terapia intensiva e o principal fator causal da 

SDRA (Hudson e cols., 1995; Bone, 1996a; Bone, 1996b; Nys e cols., 2000).

 O LPS biologicamente ativo também pode ser encontrado em altas 

concentrações no tabaco dos cigarros (aproximadamente 0,2 g de LPS/cigarro), 

a fase particulada da fumaça do cigarro contém níveis suficientes de para 

provocar bronquite crônica (Hasday e cols., 1999). Indivíduos que fumam vários 

maços de cigarros por dia estão expostos à mesma carga de LPS dos 

trabalhadores de fábricas têxteis de algodão (30 a 60 g de LPS/dia), os quais são 

susceptíveis a desenvolver bissinose. Experimentos envolvendo a inalação de 

LPS nebulizado provocam um influxo de neutrófilos no espaço alveolar, obstrução 

de via aérea, hiperresponsividade brônquica e extravasamento de proteínas no 

tecido pulmonar. Por esse motivo, o estudo da endotoxemia provocada por LPS, 

inalado ou injetado intravenosamente, é muito freqüente e de grande importância. 

A administração intravenosa de pequenas doses de endotoxinas em seres 

humanos saudáveis é um modelo comumente utilizado para reproduzir as 

alterações que ocorrem nas fases iniciais de uma sepse por gram-negativos. A 



86

resposta geralmente inclui febre, leucopenia seguida de leucocitose, ativação das 

células fagocíticas e endoteliais e liberação de citocinas (TNF-, IL-1, IL-6 e IL-8), 

aumento do estímulo neuro-muscular respiratório e dispnéia (Preás e cols., 2001; 

Suffredini e cols., 1992).

Em modelos experimentais de SDRA, diferentes respostas pulmonares 

surgem quando a lesão é aplicada diretamente no alvéolo, como no caso de 

instilação intratraqueal de: endotoxina (Terashima e cols., 1994; Tasaka e cols., 

1996), complemento (Shaw e cols., 1980), fator de necrose tumoral (Tutor e cols., 

1994), bactérias (Johanson e cols., 1985) ou quando os pulmões são lesados 

indiretamente por substâncias tóxicas injetadas intravenosa (Muller-Leise e cols., 

1993) ou intraperitonealmente (Seindenfeld e cols., 1986). Após uma lesão de 

causa direta, a primeira estrutura comprometida é o epitélio pulmonar. A lesão 

epitelial localiza as anormalidades no espaço intra-alveolar, com preenchimento 

dos espaços aéreos com edema, fibrina, colágeno, e agregados neutrofílicos, uma 

descrição característica de “consolidação pulmonar” (Pelosi, 2000). A lesão 

pulmonar decorrente de uma agressão indireta lesa principalmente o endotélio 

vascular pulmonar, com conseguinte aumento da permeabilidade da barreira 

endotelial, com ativação e recrutamento de várias células e mediadores 

inflamatórios.

O componente LPS das bactérias gram negativas desempenha o principal 

papel no disparo de processo inflamatório resultando em LPA/SDRA. O LPS 

produz um modelo bem caracterizado de LPA, mimetizando as alterações 

morfológicas e funcionais observadas na situação clínica secundária à exposição 
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natural ao LPS presente na atmosfera, constituindo um modelo de lesão pulmonar 

direta (Meyrick e cols. 1986, Gonçalves de Moraes e cols.,1996). O pulmão 

freqüentemente representa o primeiro órgão a apresentar falência com 

características de LPA/SDRA: edema pulmonar não-cardiogênico em 

conseqüência da lesão do epitélio pulmonar e inflamação pulmonar difusa 

(Brigham e cols., 1986; Welbourn e cols.,1992). Dessa forma, por replicar com alto 

grau de fidelidade muitos dos aspectos da LPA/SDRA no homem (Meyrick e cols., 

1986) e por permitir, também, avaliar o efeito de fármacos sobre a inflamação 

pulmonar (Szelenyi, 2000), o modelo murino de LPA/SDRA, utilizando 

camundongos BALB /c, foi adotado no presente estudo.

Foi demonstrado por Menezes e colaboradores (2005), que a administração de 10 

g de LPS (i.t) era capaz de comprometer a função e a morfologia pulmonares, 

modificar níveis de citocina (IL-6, interleuciana 6; KC,homólogo da função da  

interleucina 8 e IL-10, interleucina 10), provocar infiltração neutrofílica no BALF, 

aumentar o conteúdo de fibras elásticas e colágenas nos septos alveolares e 

induzir apoptose alveolar compatível com a fase inicial da LPA/SDRA. A análise 

de todos esses parâmetros foi realizada 24 horas após a indução da lesão. A dose 

de LPS de E.coli utilizada foi aquela capaz de produzir um aumento de 50% na 

elastância estática. Esse mesmo protocolo foi utilizado neste trabalho. 

VI.2 – Fármacos 

Durante a resposta imunológica normal, baixos níveis de TNF- têm 

um importante papel na defesa contra agentes infecciosos, lesão tecidual e 
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tumores. Por outro lado uma superprodução de TNF- pode induzir doenças 

inflamatórias, auto-imunes e neoplásicas. O fato que a superprodução de TNF-

está associada com uma vasta rede de condições patológicas tem induzido 

esforços em encontrar vias para diminuir a sua produção ou inibir seus efeitos. 

Várias drogas imunossupressoras são usadas para tal fim. Entretanto, como 

cresceu bastante a compreensão acerca dos mecanismos provavelmente 

envolvidos com a produção de TNF- e sua ação nas células, surgiram estratégias 

mais específicas. Como resultado, houve a criação de novos fármacos e a 

modificação de fármacos já existentes com o objetivo de diminuir a toxicidade, e 

criar alternativas mais potentes e mais específicas (Kunkel e cols.,1996).

A talidomida é um fármaco usado para tratar diferentes doenças 

inflamatórias sendo também um inibidor da expressão de TNF-. Em 1993 

verificou-se que o mecanismo de inibição da indução de TNF- por LPS 

desempenhado pela talidomida relaciona-se ao aumento da degradação do RNAm 

de TNF-. A talidomida demonstrou diminuir a meia-vida do TNF- de forma dose-

dependente, sem afetar a síntese de proteínas totais ou a produção de outras 

citocinas, isto é, mantendo a imunidade intacta (Moreira e cols., 1993). 

Macrófagos do BALF (bronchoalveolar lavage fluid) de pacientes com tuberculose 

e outras doenças associadas com a ativação de macrófagos ao serem 

estimulados por LPS em combinação com talidomida ou dexametasona 

apresentam respostas similares em relação à habilidade de reduzir a produção de 

TNF- independentemente da doença de base (Tavares e cols.,1997).  Em 2001, 

foi documentada a capacidade da talidomida em bloquear a ativação de NF-B por 
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meio de um mecanismo envolvendo a inibição da atividade da quinase IB (Keifer 

e cols., 2001). Levando em consideração os sérios efeitos adversos relacionados 

ao uso da talidomida, novas estratégias vêm sendo desenvolvidas utilizando este 

fármaco como um protótipo para o desenvolvimento de novos compostos  com 

uma melhor atividade seletiva anti-TNF-, menor toxicidade e melhor 

biodisponibilidade.  

Os inibidores da família de PDE podem ser uma opção terapêutica eficaz 

na LPA/SDRA, como relatado em alguns estudos clínicos recentes (Holzmann e 

cols.,2001; Kudoh e cols.,2001). A pentoxifilina, um inibidor de PDE (Kudoh e 

cols.,2001; Creamer e cols., 2001), produziu resultados benéficos em seres 

humanos com ARDS (Bursten e cols., 1996). Em contraste, um estudo recente 

executado em pacientes com LPA/SDRA fazendo uso do lisofilina, um composto 

antiinflamatório relacionado quimicamente à pentoxifilina (Bursten e cols., 1998), 

não mostrou nenhum resultado positivo (Browner e cols., 2001). Rolipram, um 

potente inibidor de PDE 4, inibiu eficazmente a LPA induzida pelo 

lipopolissacarídio de E. coli (LPS), quando administrado antes ou depois do LPS 

(Miotla e cols., 1998). Seu efeito protetor é associado com a redução da produção 

de citocinas pró-inflamatórias (Sekut e cols., 1995; Teixeira e cols., 1997), a 

inibição do acúmulo dos neutrófilos nos pulmões (Teixeira e cols., 1997), e a 

atenuação da ativação de polimorfonucleares (PMN) após seu sequestro (Teixeira 

e cols., 1997; Miotla e cols., 1998;). 

O sildenafil, um inibidor seletivo de PDE 5, aumenta os níveis de GMPc e 

promove a vasodilatação pulmonar seletiva (sem vasodilatação sistêmica), 



90

reduzindo a resistência vascular pulmonar pressão capilar e, assim, possivelmente 

promovendo a resolução do edema pulmonar e melhorando a troca gasosa 

(Ichinosee cols., 2000). Demonstrou-se, em um modelo de transplante pulmonar, 

que o sildenafil é capaz de estender o tempo de vida e prevenir a falência inicial 

do enxerto, aumentando, portanto, a tolerância à isquemia. Além disso, o edema 

gerado após a reperfusão foi substancialmente diminuído (Korom e cols., 2006; 

Schütte e cols., 2000). Além disso, o efeito do sildenafil foi estudado em dois 

modelos de doença das vias aéreas em cobaio. Essa foi a primeira demonstração 

de efeitos antiinflamatórios do sildenafil. 

O LASSBio 596, projetado estruturalmente como híbrido de talidomida e 

sildenafil, exibe um amplo perfil antiinflamatório e imunomodulatório (Lima e cols., 

2002). A molécula deste novo análogo da talidomida não contém o anel 

glutarimidio, responsável pelos efeitos teratogênicos da talidomida, o que garante 

a ausência de quaisquer eventuais efeitos teratogênicos no uso de LASSBio 596. 

O mecanismo pelo qual o 596 modula o processo inflamatório está relacionado à 

inibição dos tipos 4 e 5 da fosfodiesterase (PDE). Os tipos 4 e 5 das isoenzimas 

de PDE regulam a quebra dos segundos mensageiros intracelulares AMP-cíclico e 

GMP-cíclico, respectivamente. A inibição de PDE aumenta os níveis intracelulares 

do AMP-c e do GMP-c, conduzindo à inibição da função de vários tipos de células 

incluindo linfócitos, monócitos, macrófagos, neutrófilos, células endoteliais, e as 

células epiteliais do pulmão (Teixeira e cols., 1997). O composto 596 apresenta 

perfil antiinflamatório duplo, agindo sobre as isoenzimas de PDE e reduzindo os 

níveis TNF-.
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Vários compostos inibem, através da elevação do AMPc, a produção de 

TNF- induzida por LPS por meio do aumento da produção de IL-10 (Hasko e 

cols, 1998; Marchant e cols.,1996), mas um estudo com rolipram comprovou a 

inibição de TNF- na ausência de aumento na concentração de IL-10 (Eigler e 

cols.,1998). Em relação ao mecanismo de ação, não está ainda determinada a 

extensão dos efeitos benéficos do  LASSBio 596  em relação ao TNF-: se 

decorrem da supressão da produção de TNF- ou da supressão da sinalização 

das citocinas ou por ambos os mecanismos.

São conhecidos os efeitos do 596 sobre a função e histologia pulmonar na 

dose de 10 mg/kg administrado por via intraperitoneal (Rocco e cols., 2003) e 

sabe-se que a talidomida na dose de 10 mg/kg promove uma visível redução no 

influxo de neutrófilos no fluído do lavado broncoalveolar (Lima e cols., 2002; 

Légora e cols., 2005). Entretanto, como os compostos apresentam diferentes 

pesos moleculares, a dose utilizada para cada fármaco foi calculada em relação 

ao peso molecular de cada um, isto é, 0,025 mol/kg de peso corporal permitindo 

estabelecer a potência comparativa entre os fármacos estudados e o LASSBio 

596.  

VI.3 – Desenho experimental

Os camundongos utilizados neste estudo sofreram randomização no 

tocante ao efeito dos tratamentos, mas não em relação ao tempo de aplicação dos 

bloqueadores das PDEs (1 ou 6 horas). Assim, não nos foi possível comparar os 

resultados dos diferentes tempos. 
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VI.4 - Mecânica Pulmonar

Nesse estudo, medidas da função pulmonar foram usadas como 

instrumentos para analisar o valor terapêutico dos fármacos (talidomida, sildenafil, 

talidomida - sildenafil em associação e LASSBio 596). Mensurar parâmetros da 

função pulmonar em animais tão pequenos quanto os camundongos representa 

um desafio. Entretanto, está comprovado que, com o equipamento adequado, 

como foi o caso do presente estudo, as medidas são fiéis e fornecem informações 

importantes para a compreensão dos mecanismos envolvidos nas doenças 

pulmonares (Irvin e Bates, 2003). 

Uma vez que os agentes farmacológicos a serem testados atuam no 

pulmão, optamos pela retirada da caixa torácica ântero-lateral, pois, assim, a 

medida da pressão na abertura das vias aéreas representa a pressão 

transpulmonar, isto é, aquela utilizada para movimentar o pulmão, simplificando a 

preparação. Ademais, evita-se o ruído mecânico introduzido nas medidas pelo 

batimento cardíaco, levando à maior precisão nos dados obtidos. 

Em função dessa retirada, para evitar o colapso das vias aéreas e manter a 

capacidade residual funcional fisiológica o valor da PEEP a ser aplicado foi 

medido em cada animal e, em média correspondeu a 2 cmH2O, como descrito em 

roedores por Saldiva e colaboradores (1992).

Além disso, durante a anestesia, há formação de áreas de atelectasia com 

conseqüente redução da capacidade residual funcional (CRF) (Powers e cols., 

1973; Hedenstierna, 1990). A aplicação de PEEP fisiológica leva a pelo menos 
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três conseqüências fisiológicas individualizadas: manutenção do número de 

alvéolos ventilados (ou seja, não diminui a CRF), queda do débito cardíaco e 

redistribuição do fluxo sanguíneo pulmonar (Powers e cols., 1973), sendo que os 

dois últimos são evitados pela remoção do plastrão esternal, como no presente 

estudo, pois não há compressão da veia cava e nem da aorta.

A análise da mecânica respiratória através do método de oclusão ao final 

da inspiração, com fluxo e volume constantes, permite o estudo das propriedades 

elásticas, viscosas e viscoelásticas e/ou inomogêneas pulmonares (Bates e cols., 

1985, 1988; Saldiva e cols, 1992). Este método tem sido amplamente utilizado, 

permitindo a avaliação da mecânica respiratória em animais e seres humanos 

anestesiados (Saldiva e cols., 1987; D’Angelo e cols., 1989, 1994), em 

procedimentos cirúrgicos (Auler e cols., 1987; Zin e cols., 1989; Rodrigues e cols., 

1993; Moreira e cols., 1995; Rocco e cols., 1999), em teste de drogas (Aires e 

cols., 1997; Sakae e cols., 1992, 1994), assim como em diferentes situações 

clínicas (Augusto e cols., 1995; Auler e cols., 1992; Martins e cols., 1988; 1990; 

Moreira e cols., 1997; Sousa e cols., 1995). Por permitir a observação das 

alterações em inúmeros parâmetros: Ptot, que reflete as modificações nos 

componentes resistivos e viscoelásticos e/ou inomogêneos pulmonares, P1 

reflete a pressão dissipada para vencer a resistência de vias aéreas centrais e o 

componente viscoso de pulmão, P2 está relacionada ao relaxamento da tensão 

(stress relaxation) do tecido pulmonar e eventual desigualdades mecânicas no 

pulmão (Bates e cols., 1988; D’Angelo e cols., 1989; Saldiva e cols., 1992).  As 

medidas da elastância estática pulmonar refletem melhor as propriedades 
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elásticas, pois espelham as variações ocorridas somente na pressão elástica do 

sistema respiratório, enquanto a medida da elastância dinâmica abrange as 

variações de pressões elásticas, viscoelásticas e não homogêneas. Por esse 

motivo medimos E, que informa acerca dos componentes viscoelásticos e não 

homogêneos. 

Em nosso experimento o grupo que recebeu LPS, apresentou um 

incremento do componente elástico do pulmão, refletido nas elastâncias estática 

(Est,L), dinâmica (Edyn,L) e a diferença de elastâncias (E), como mostram as 

Figuras 10 e 12 esses achados foram semelhantes aos de Menezes (2005) e 

Santos (2006) confirmando a indução da lesão. Os fármacos, com exceção do 

596, não foram capazes de reduzir a Est a valores significativamente diferentes do 

grupo com LPA. Este mesmo comportamento foi observado em relação à E. 

Também não houve diferença qualitativa entre os resultados de 1 e 6 horas As 

alterações da mecânica podem ser explicadas por nossos achados 

histopatológicos como diminuição do percentual de tecido normal e presença de 

colapso alveolar, como detalhado adiante. Em concordância com os nossos 

resultados, Rocco em 2003 demonstrou uma redução significativa da Est e E ao 

ser administrar LASSBio 596 preventivamente (1 h antes) e  6 horas depois da 

LPA. Além disso, não houve diferença significativa da Est e E entre o grupo C e o 

grupo 596. 

O componente viscoelástico (P2) foi maior significativamente em relação 

ao grupo controle nos grupos que receberam LPS, excetuando-se o grupo 596, 

onde P2 não foi diferente do grupo C, equiparando-se aos achados de Rocco e 
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colaboradores em 2003. Os fármacos sildenafil, talidomida e a associação de 

ambos não foram eficazes em reduzir o P2 em relação ao grupo não tratado em 

ambos os tempos (Figuras 11 e 13). Esse comportamento pode estar 

correlacionado com o aumento do colapso alveolar, que acarreta inomogeneidade 

pulmonar, como discutido adiante. 

Esse aumento significativo em P2 levou a um aumento de Ptot, que é 

corroborado pelos dados da literatura (Broseghini e cols., 1988; Tantucci e cols., 

1992). Houve diferenças significativas entre o grupo L os grupos tratados com 596 

e S, quando administrados 6 h após a indução da lesão. Essa redução em Ptot 

em ambos os fármacos não foi significativamente diferente do grupo C. Esse 

comportamento foi visto, também, por Rocco aos ser administrado 596 6 h após a 

lesão. Em relação ao sildenafil, há poucos relatos na literatura a respeito da sua 

ação sobre a função pulmonar. Os artigos existentes se referem a casos clínicos 

em que pacientes portadores de DPOC (doença pulmonar obstrutiva crônica) 

foram submetidos a espirometria antes e depois da ingestão do fármaco. Foram 

demonstrados por Charan (2001) um aumento de 38% na capacidade residual 

funcional (CRF) e um aumento de 24% no volume expiratório forçado no primeiro 

segundo (VEF1) ao realizar a espirometria em um paciente com DPOC 

imediatamente antes e uma hora depois da ingestão de 100 mg de sildenafil. 

Guazzi e colaboradores (2004) avaliaram os efeitos do sildenafil sobre a eficiência 

ventilatória durante o exercício em pacientes com insuficiência cardíaca crônica, 

observando uma queda (9%) na relação V’E (volume expirado por minuto) / V’CO2 

(volume de gás carbônico produzido por minuto) e um aumento da V’O2 (volume 
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de oxigênio consumido por minuto), 19,7%, concluindo que a administração de 

sildenafil aumentou a eficiência ventilatória. 

O componente viscoso (P1) foi similar nos 6 grupos em ambos os tempos 

(Figuras 11 e 13). Alguns autores relatam ter encontrado uma diferença 

significativa em relação ao P1 ao ser administrada a endotoxina (Rocco e cols., 

2003, Brandão e cols., 2006). Por outro lado, esse comportamento não foi 

evidenciado por Faffe e colaboradores (2000). Esses diferentes achados podem 

ser devidos, talvez, à variabilidade natural existente entre ninhadas de animais 

utilizadas nos trabalhos, aos diferentes lotes de endotoxina, ou a variações 

sazonais.

Em relação à talidomida e seus efeitos sobre a mecânica pulmonar existe 

apenas um relato na literatura (Forsyth e cols., 1996) de um caso clínico em que 

um homem de 29 anos, submetido a transplante de medula, teve complicações no 

pós-operatório por complicação pulmonar crônica grave resultante de rejeição. O 

uso da talidomida resultou em um aumento importante da sua função pulmonar, o 

qual foi mantido mesmo após sua retirada. 

É importante ressaltar que as influências das variações de V e V’ sobre os

parâmetros de mecânica foram evitadas em nossos experimentos com a utilização 

e V e V’ praticamente idênticos (Tabelas do apêndice), não contribuindo, assim, 

para as diferenças encontradas nas resistências dos grupos. Tal assertiva é 

sustentada por Kochi e colaboradores (1988a, 1988b) e Similowski e 

colaboradores (1989), que relataram serem as resistências observadas durante a 
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insuflação com fluxo constante, na realidade, dependentes de fluxo, volume e da 

duração da inspiração.

VI.5 - Microscopia Óptica

Quando os fármacos foram administrados mais precocemente (1 h após a 

indução lesão) todos os tratamentos demonstraram-se capazes de reduzir 

significativamente o colapso alveolar em relação ao grupo não tratado (Tabela 8), 

sendo que no grupo 596 essa redução foi mais importante, mas não a ponto de 

atingir valores semelhantes ao controle. Entretanto, LASSBio 596 foi o único a 

apresentar uma redução significativa de P2, Est, Edyn, E em relação ao grupo L 

e produzir valores semelhantes ao controle, sugerindo, portanto, apresentar uma 

ação mais potente e importante do que os demais compostos estudados.

 Quando os fármacos foram administrados mais tardiamente (6 h após a 

indução da lesão) os tratamentos resultaram em maior percentual de colapso 

alveolar, inclusive no grupo 596 (Tabela 9). Este achado poderia ser explicado 

pelo maior tempo de exposição ao LPS, resultando de forma mais importante a 

lesão da superfície epitelial, o aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-

capilar, maior tempo de atuação das citocinas alterando as propriedades biofísicas 

do surfactante gerando maior inativação do surfactante pulmonar com 

subseqüente formação de edema alveolar, causando perda da complacência 

pulmonar (Piantadosi e cols., 2004). O comportamento distinto do LASSBio 596 

pode ser  provavelmente explicado pelo seu triplo efeito antiinflamatório. O 

comportamento mecânico dentre os tratamentos foi idêntico àquele de 1 h.
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O fato de que o LASBBio 596 não ter sido suficientemente eficiente para 

reduzir o colapso a valores similares ao do grupo C provavelmente decorre de 

efeitos ligados à dose utilizada, a necessidade de repetição de aplicação do 

fármaco, ou ao tempo de atuação do fármaco. Este resultado está em 

concordância com os dados publicados por Rocco e colaboradores em 2003, que 

demonstram uma redução do colapso alveolar quando o 596 foi administrado 1 h 

antes ou 6 h depois do LPS. Além disso, os grupos 596 são significativamente 

diferentes, a administração 6 h depois apresentou maior percentual de colapso 

(20,4%) (Rocco e cols., 2003), sendo este resultado similar aos dados 

encontrados em nosso estudo. A atelectasia pulmonar sabidamente afeta os 

valores de elastância, pois é necessária maior pressão para a manutenção de um 

mesmo volume corrente. Além do mais, nos casos em que há aumento das 

desigualdades de constantes de tempo, o “pendelluft” pode exercer uma influência 

maior na dissipação da pressão no componente viscoelástico do pulmão. Essa 

correlação entre colapso alveolar e alterações dos parâmetros viscoelásticos, foi 

bem definida por Bates e cols. (1988), ao realizar a medida da pressão alveolar 

em cães com tórax aberto, bem como em outros modelos experimentais (Faffe, 

2000). 

Não existem relatos na literatura sobre o estudo da morfometria pulmonar 

em seres humanos ou animais tratados com sildenafil ou talidomida. O aumento 

da celularidade tecidual, com conseqüente espessamento do interstício alveolar 

(Tabela 6 e 7, Figura 14 e 15), também pode ter ocasionado aumento significativo 

nos valores de P2, E e Est, auxiliando a explicar, juntamente com o colapso 
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acima discutido, as associações encontradas neste estudo. Os PMNs na 

LPA/SDRA iniciam uma série de eventos como a degranulação de proteases, 

liberação de espécies reativas de oxigênio, alterações na expressão de moléculas 

de adesão bem como alterações do citoesqueleto, que culminam com a lesão do 

parênquima pulmonar, contrastando com sua atuação protetora em outras 

afecções, como em uma pneumonia não complicada (Chollet-Martin, 2000).

Todos os tratamentos foram eficientes em reduzir a quantidade de PMN em 

relação ao grupo L, embora o fármaco 596 tenha apresentado uma melhor 

resposta independentemente do momento da administração (1 ou 6 horas). A 

quantidade de PMN e a celularidade total foi maior quando os tratamentos foram 

administrados mais tardiamente, em concordância com os achados de Asti e 

colaboradores (2000) e à luz das razões já apresentadas acima.  

As alterações da mecânica respiratória e da histologia pulmonar, 

observadas em 24 h já estavam presentes antes, 6 h após a indução da LPA, 

embora menos intensas (Asti e cols., 2000). Estes autores observaram uma 

intensa marginalização de células polimorfonucleares no parênquima pulmonar e 

no BALF com a mesma dose de LPS (10 g) intratraqueal utilizada no presente 

estudo. Eles demonstraram um aumento significativo na atividade da 

mieloperoxidase em 4 h (131% de aumento em relação ao controle) e 6 h (147% 

de aumento em relação ao controle), refletindo-se em acúmulo de PMNs nos 

pulmões. Observaram, também, um significante aumento dos PMNs no BALF em 

4 (1,47  0,3) e 6 h (4,14  0,3), atingindo posteriormente um platô entre 12 (13,2 

 1,8) e 24 h (13,4 1,85). Com base nestes achados resolvemos administrar as 
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fármacos quando a disfunção pulmonar já estava presente e após a cascata 

inflamatória ter sido iniciada.

A observação dos dados numéricos da mecânica e, principalmente, dos 

índices de significância da celularidade demonstram melhor resposta terapêutica 

ao sildenafil comparado à talidomida em alguns dos parâmetros medidos. Esse 

comportamento pode ser explicado pelo duplo mecanismo de ação do sildenafil: 

(1) relaxamento do músculo liso, gerando uma vasodilatação (2) antiinflamatório, 

descrito pela primeira vez por Toward e colaboradores (2004). Esses autores, em 

um estudo avaliando o efeito do sildenafil (iPDE5) em modelo animal de doença 

de via aérea, cuja sensibilização foi feita com por LPS (30 g/ml), sugeriram que o 

fármaco atenuaria a hiperreatividade brônquica e a inflamação, vista através de 

redução significativa (65%) de neutrófilos no BALF. Corroborando os achados de 

Toward e colaboradores, também verificamos uma redução no recrutamento de 

células inflamatórias ao ser administrado sildenafil em ambos os tempos.

Os efeitos da talidomida sobre a quimiotaxia de leucócitos PMN vêm sendo 

descrito em artigos desde 1980. Faure e colaboradores (1980), em um estudo in 

vitro, descreveram que a pré-incubação de PMNs com talidomida causa uma 

marcante inibição dose-dependente da quimiotaxia. Mais tarde, Barnhill e 

colaboradores (1984) observaram in vitro que a talidomida (10 g/ml) reduz 

significativamente a fagocitose de esferas de látex pelos leucócitos e células PMN 

após uma hora de incubação. Chien-Sheng Chen (2004) verificou que 

administração de Talidomida 2h antes da injeção de LPS reduziu a permeabilidade 

microvascular pulmonar e a concentração de proteínas no BALF. Também em 



101

2004, Tadesse e colaboradores demonstraram que a talidomida, assim como 

várias outras drogas, era capaz de estabilizar a membrana dos neutrófilos PMN, 

reduzindo, portanto, a produção de radicais livres,  além de reduzir o recrutamento 

de células, exibindo seu efeito antiinflamatório sobre elas.

Certamente, os diversos efeitos antiinflamatórios resultantes da inibição da 

PDE4 (Sekut e cols., 1995; Miotla e cols., 1998; Essayan, 2001) e da PDE5 

(Ichinose e cols., 1998; Ichinose e cols., 2001, Toward e cols., 2004) e o efeito 

sobre o TNF- (Lima e cols., 2002) contribuíram para os resultados favoráveis do 

LASSBio 596 observados no presente estudo.   

Por fim, também foi verificado no presente estudo que a análise 

morfométrica/morfológica identifica alterações em situações não detectadas pela 

análise mecânica, como já descrito anteriormente (Rocco e cols., 2003; Campos e 

cols., 2006), provavelmente por razões de grau de sensibilidade dos métodos. 

Assim, justifica-se a normalização da mecânica pulmonar após o uso do LASSBio 

596, enquanto a celularidade e o grau de colapso de espaços aéreos, embora 

tendendo à normalidade, ainda se mostrassem elevados. O mesmo raciocínio se 

aplica aos demais tratamentos testados.

Apesar do modelo experimental empregado neste estudo refletir muitas das 

alterações observadas em pacientes com LPA/SDRA, os resultados aqui 

apresentados não devem ser extrapolados diretamente para seres humanos. Os 

efeitos benéficos dos fármacos aqui estudados sugerem que eles possam se 

tornar ferramentas importantes do arsenal terapêutico contra a LPA/SDRA, 

respeitadas as características farmacológicas dos mesmos.
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VII – CONCLUSÕES

 O tratamento com 596 foi o único capaz de reverter as alterações 

funcionais induzidas pelo LPS

 Todos os tratamentos, aplicados 1 h após a indução da lesão, 

resultaram em menor grau de colapso alveolar provocado pelo LPS, mas 

o 596 foi mais eficaz

 Com o tratamento instituído passadas 6 h da agressão, só o 596 foi 

capaz de prevenir o colapso  

 Todos os tratamentos resultaram em menor inflamação pulmonar do que 

o grupo não tratado. O LASSBio 596 apresentou o melhor desempenho, 

independentemente do momento da administração.

 O LASSBio 596 é mais eficaz no tratamento da LPA induzida por LPS do 

que seus precursores, isoladamente ou associados.

 A hibridação molecular de talidomida e sildenafil e as modificações na 

sua composição parecem ter propiciado maior potencial terapêutico ao 

composto formado, quando este é comparado aos seus precursores 

sozinhos ou combinados.  
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VIII. Perspectivas Futuras

Até o presente momento avaliou-se o efeito de diferentes inibidores de 

fosfodiesterases sobre a mecânica pulmonar em um modelo de lesão pulmonar 

aguda/síndrome do desconforto respiratório agudo provocado pela instilação 

intratraqueal de lipopolissacarídeo de E. coli. Além disso, avaliou-se a microscopia 

óptica do parênquima pulmonar, visando dar suporte anatômico para os achados 

funcionais.

Pretendemos, doravante, quantificar o conteúdo de fibras colágenas no 

parênquima pulmonar, avaliar se o 596 apresenta um efeito colateral comum aos 

inibidores de fosfodiesterase: a êmese e verificar, através de necrópsia, se os 

fármacos gerarão efeito colateral em algum outro órgão.

Para a melhor compreensão dos efeitos e magnitude dos diferentes 

fármacos, alguns pontos ainda devem ser investigados, tais como: Qual a 

repercussão dos diferentes inibidores de fosfodiesterase em um modelo de LPA 

de origem indireta? Se a melhora funcional gerada pelos fármacos é mantida após 

um tempo mais prolongado?
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X. Apêndice

X.1. Mecânica respiratória

Os valores de volume e fluxo utilizados durante o experimento estão 

mostrados nas tabelas 6 e 7 e não variaram significativamente nos grupos 

estudados.

Tabela 1 – Fluxo aéreo, volume corrente, variações de pressões e 

elastâncias do pulmão durante ventilação mecânica nos animais dos grupos 

controle (C), LPS (L), e dos grupos talidomida (T), sildenafil (S), talidomida 

associada ao sildenafil (TS) e LASSBio596 (596) administrados 1 hora depois da 

indução da lesão.

Variáveis C L T S TS 596

Fluxo 1,00±0,00 a 1,00±0,00 a 1,00±0,00 a 1,00±0,00 a 1,00±0,00 a 1,00±0,00 a

Volume 0,20±0,00 a 0,20±0,00 a 0,20±0,00 a 0,20±0,00 a 0,20±0,00 a 0,20±0,00 a

Ptot 1,37±0,04 a 1,62±0,06 b 1,66±0,05 b,c 1,58±0,05 a,b,c 1,73±0,06 b,c 1,47±0,03 a,c

P1 0,50±0,03 a 0,53±0,06 a 0,65±0,04 a 0,63±0,03 a 0,68±0,04 a 0,60±0,02 a

P2 0,87±0,05 a 1,09±0,04 b 1,01±0,02a,b,c 0,95±0,03 a,b,c 1,05±0,04 b 0,87±0,03 a,c

Est 22,89±0, 83 a 32,81±1,51 b 31,76±1,12b,c 29,48±1,68 b,c 32,23±1,46 b,c 26,36±0,89 a, c

Edyn 27,29±1,00 a 38,29±1,51 b 36,85±1,19 b,  c ,  d 34,32±1,83 b, c,d 37,56±1,61 b,d 30,83±0,94 a,c

E 4,40±0,24 a 5,48±0,23 b 5,09±0,12 a,b,c 4,84±0,18 a,b,c 5,33±0,20 b,c 4,47±0,14 a,c

Fluxo (mL/s) e Volume (mL). P1, P2 (cmH2O): pressões dissipadas para 

vencer o componente viscoso e a viscoelasticidade/inomogeneidades pulmonares, 

respectivamente. Ptot=P1+ P2 (cmH2O). Est (cmH2O/mL): elastância estática 

do pulmão. Edyn (cmH2O/mL): Elastância dinâmica do pulmão. E (cmH2O/mL): 
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Edyn - Est. Os valores correspondem à média de 11 a 20 animais por grupo ± erro 

padrão da média. Letras diferentes representam valores estatisticamente  

diferentes (p<0,05).

Tabela 2 – Fluxo aéreo, volume corrente, variações de pressões e elastâncias do 

pulmão durante ventilação mecânica nos animais dos grupos controle (C), LPS 

(L), e dos grupos talidomida (T), sildenafil (S), talidomida associada ao sildenafil 

(TS) e LASSBio596 (596) administrados 6 horas depois da indução da lesão.

Variáveis C L T S TS 596

Fluxo 1,00±0,00 a 1,00±0,00 a 1,00±0,00 a 1,00±0,00 a 1,00±0,00 a 1,00±0,00 a

Volume 0,20±0,00 a 0,20±0,00 a 0,20±0,00 a 0,20±0,00 a 0,20±0,00 a 0,20±0,00 a

Ptot 1,27±0,05 a 1,90±0,08 b 1,71±0,08 b,c 1,57±0,09 a,c 1,70±0,07 b,c 1,48±0,06 a,c

P1 0,38±0,06 a 0,53±0,03 a 0,52±0,03 a 0,43±0,05 a 0,47±0,03 a 0,39±0,03 a

P2 0,89±0,04 a 1,37±0,07b 1,19±0,07 b,c 1,13±0,07a,b,c 1,23±0,06 b,c 1,09±0,05 a,c

Est 22,12±0,84 a 34,75±1,38 b 29,76±2,01 b,c 29,70±1,64b,c 31,97±1,99b,c 26,13±1,24 a,c

Edyn 26,61±1,00 a 41,56±1,52 b 35,76±2,25 b,c 35,44±1,97 b,c 38,23±2,24 b,c 31,67±1,43 a,c

E 4,49±0,21 a 6,81±0,32 b 6,00±0,34 b,c 5,74±0,35 a,b,c 6,26±0,32 b,c 5,53±0,26 a,c

Fluxo (mL/s) e Volume (mL). P1, P2 (cmH2O): pressões dissipadas para 

vencer o componente viscoso e a viscoelasticidade/inomogeneidades pulmonares, 

respectivamente. Ptot=P1+ P2 (cmH2O). Est (cmH2O/mL): elastância estática 

do pulmão. Edyn (cmH2O/mL): Elastância dinâmica do pulmão. E (cmH2O/mL): 

Edyn - Est. Os valores correspondem à média de 11 a 20 animais por grupo ± erro 
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padrão da média. Letras diferentes representam valores estatisticamente 

diferentes (p<0,05).
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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