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RESUMO

POTENCIAL TERAPEUTICO DE DIFERENTES INIBIDORES DE
FOSFODIESTERASE EM UM MODELO DE LESAO PULMONAR AGUDA
INDUZIDA POR LIPOPOLISSACARIDEO DE E. COLI.

Nome do Autor :Sheila da Silva Fagundes

Orientador(es): Walter Araujo Zin

Resumo da Tese de Mestrado submetida ao Programa de Pdés-graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo
de Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

O presente estudo visa comparar a eficacia terapéutica da talidomida, sildenafil,
talidomida e sildenafil e LASSBio 596 (uma droga hibrida composta por uma
molécula modificada de talidomida e sildenafil) na lesdo pulmonar aguda (LPA).
Camundongos BALB/c receberam injecao intraperitoneal de salina, talidomida,
sildenafil, talidomida e sildenafil ou LASSBio 596 1 ou 6 horas depois da instilagcao
de lipopolissacarideo (LPS) de E. coli. Vinte e quatro horas apés a indugao da
lesdo, os camundongos foram anestesiados, ventilados e a mecanica pulmonar
[elastancias estatica (Est) e dinamica (Edyn), AE (Edyn-Est), e pressdes resistiva
(AP1), viscoelastica (AP2) e a soma das duas (APtot) foram determinadas pelo
meétodo de oclusao ao término da inspiracao. A fragao de area de colapso alveolar
e numero de células polimorfonucleares foi determinada pela técnica de contagem
de pontos no parénquima pulmonar (coloragao H-E).

O LPS aumentou significativamente Est, AE, AP2, APtot , a fracdo de area de
colapso alveolar e o numero de células polimorfonucleares (PMN) em relagdo ao
grupo Controle (C). A talidomida e o sildenafil, sozinhos ou combinados, nao
foram capazes de reduzir significativamente Est e AP2 em relagdo ao grupo LPS
(L). No grupo 596 (LASSBio 596), a Est foi similar a C. 596 também reduziu AP2
enquanto os outros tratamentos apresentaram um resultado menos potente. Em
relacdo a variagao da elastancia (AE), 596 foi o unico grupo que demonstrou ser
estatisticamente diferente do grupo L, tal comportamento foi visto em ambos os
tempos de administragdo apos a indugao da lesdo. O comportamento dos grupos
S (sildenafil) e 596 foi similar ao controle em relagéo a variagao da pressao total
(APtot).

Todos os tratamentos administrados 1 h apds a indugdo da lesdo reduziram o
colapso alveolar; entretanto, essa redugao foi significativamente menor nos
demais tratamentos quando comparados ao 596. Nos grupos tratados com 6 h, s6
houve uma reducgado significativa no colapso ao ser administrado o farmaco
LASSBio 596. Além disso, o 596 apresentou maior eficiéncia em inibir o
recrutamento de células inflamatdrias do que os demais tratamentos. Nossos
dados sugerem que o LASSBio 596 reduziu a inflamagdo pulmonar na LPA,
sendo mais efetivo que seus protoétipos.

Palavras-chave: 1. Inibidores de Fosfodiesterase 2. Mecanica Respiratéria 3.
Elastancia 4. Morfometria 5. Lesdo 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 Araujo Zin

Abstract da Tese de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduagéo em
Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo
de Mestre em Ciéncias Biologicas.

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, AE (Edyn-Est), resistive (AP1) and
viscoelastic (AP2) pressures, and their sum (APtot) 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, AE, AP2, APtot 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
AP2 in relation to group LPS (L). In group 596 (LASSBio 596), Est was similar to
C. LASSBIio 596 also reduced AP2, while other treatments presented less powerful
results. In relation to the variation of elastances (AE), 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 (APtot).

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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| - INTRODUCAO

I.1 - Sindrome do Desconforto Respiratdrio Agudo - Defini¢céo e Historico

A Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA) é a mais comum e
devastadora sindrome clinica de lesdo pulmonar aguda, afetando tanto pacientes
clinicos como cirurgicos (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 descri¢cao foi realizada por Ashbaugh
e colaboradores (Ashbaugh e cols., 1967), ao identificarem 12 pacientes
ventilados mecanicamente, que evoluiam com cianose refrataria a oxigenoterapia,
reducdo da complacéncia pulmonar e evidéncia de infiltrados difusos na
radiografia de torax. Inicialmente foi denominada Sindrome da Angustia
Respiratoria do Adulto, esse termo foi modificado para Sindrome do Desconforto
Respiratério Agudo (SDRA) logo apos a constatagdo de que a Sindrome pode
ocorrer também em criangas.

Desde sua primeira descricdo, os critérios para definicdo da SDRA vém
sofrendo modificagdes, a fim de corrigir possiveis falhas na definigdo inicial e,
desta forma, criar critérios mais especificos para identificar pacientes com SDRA
(Murray e cols., 1988).

Em 1994, uma nova definicdo foi estabelecida em uma Conferéncia
Consenso entre as Sociedades Americana e Européia de Terapia Intensiva
(AECC), com o objetivo de desenvolver uma definicdo padrao para a SDRA, a fim
de auxiliar as pesquisas clinicas e epidemiologicas. A Lesdo Pulmonar Aguda

(LPA) passou a ser reconhecida como uma sindrome inflamatéria com aumento



da permeabilidade, que estd associada a uma constelacdo de anormalidades
clinicas, radioldgicas e fisiologicas.

Esse mesmo consenso classifica a lesdao pulmonar de acordo com a
gravidade da hipoxemia. Pacientes com comprometimento menos grave sao
diagnosticados com Lesdo Pulmonar Aguda (LPA), caracterizada por inflamagao
pulmonar aguda e persistente, edema pulmonar secundario a aumento da
permeabilidade vascular pulmonar, infiltrado alveolar bilateral ao RX, relagdo entre
presséo parcial de oxigénio e fragéo inspirada de oxigénio (PaO2/FiOz2) entre 201 e
300 mmHg, independentemente do valor de pressao positiva ao final da inspiragao
(PEEP), e auséncia de evidéncia clinica de elevagao da pressao atrial esquerda,
avaliada pela pressédo de enchimento capilar pulmonar, que ndo deve exceder 18
mmHg. Os pacientes com hipoxemia mais grave, a relagdo entre PaO2/FiOz2 é igual
ou menor que 200 mmHg, independentemente do valor de pressdo positiva ao
final da inspiracdo (PEEP) recebem o diagndstico de Sindrome do Desconforto
Respiratério Agudo, apresentando as outras caracteristicas semelhantes as
descritas acima para a LPA. Sendo assim, podemos afirmar que a SDRA refere-se
ao estagio mais grave da LPA (Bernard e cols., 1994).

Em geral, a SDRA é considerada como a forma extrema de um espectro de
lesdes pulmonares e em inflamagdo pulmonar independentemente da doenca
precipitante. No entanto, a SDRA/LPA pode ser causada por duas vias
patogénicas distintas: uma lesdo “direta” do parénquima pulmonar como na
SDRA/LPA secundaria a doenga pulmonar, e.g., pneumonia difusa, ou uma leséo
‘indireta” do parénquima pulmonar como na SDRA/LPA secundaria a doenca

extrapulmonar, e.g., sepsis abdominal ou pancreatite (Tabela 1). Evidéncias



sugerem que essas duas vias podem corresponder a diferentes processos
patologicos 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 lesdo é administrado diretamente, via
instilagao intratraqueal, ou indiretamente, via inje¢ao intravenosa ou intraperitoneal
(Seidenfeld e cols., 1986; Muller-Leisse e cols., 1993; Terashima e cols.,1994;
Tasaka e cols., 1996). Na les&do “direta” ocorre dano primario do epitélio alveolar,
levando a ativagdo de macrofagos alveolares e inicio de uma rede de resposta
inflamato6ria com edema, deposigéo de fibrina, colageno, agregados de neutrofilos
e hemacias dentro do espaco alveolar. Na lesdo “indireta” o dano principal ocorre
no endotélio vascular pulmonar com aumento da permeabilidade capilar e
recrutamento de mondcitos, neutréfilos e plaquetas, entre outras células (Brigham
e Meyrick, 1986). Dessa forma, espera-se observar um predominio de
consolidacdo na SDRA “direta”, e um predominio de edema intersticial e colapso
alveolar na SDRA “indireta” (Gattinoni e cols., 1998; Rocco e Zin, 2005).

Na tabela 1 estdo exemplificadas algumas das causas associadas ao

desenvolvimento da SDRA/LPA (Galhardo e Martinez, 2003).



Tabela 1 — Causas associadas a SDRA/LPA

LESAO PULMONAR DIRETA

LESAO PULMONAR INDIRETA

Pneumonia

Aspiragao do conteudo gastrico

Contusao pulmonar
Embolia gordurosa ou gasosa
Lesao por inalagao
Edema de reperfusao pds-
transplante pulmonar ou embolectomia

Afogamento

Sepsis
Trauma grave com choque ou

multiplas transfusdes
Circulagao extracorporea
Toxicidade por drogas

Pancreatite aguda

Hemotransfusao

Causa neurogénica

Queimaduras graves
Multiplas fraturas

Pds-transplante de medula éssea

Galhardo e Martinez, 2003



I.2 - Patogénese da Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo

A SDRA é frequentemente progressiva, classicamente caracterizada por
fases distintas, que podem estar superpostas, com diferentes manifestacées
clinicas, histopatoldgicas e radiologicas. Acredita-se que a lesdo pulmonar evolui
em trés fases: exsudativa, proliferativa e fibrética.

A fase aguda, ou exsudativa ocorre aproximadamente na primeira semana
apds o inicio da SDRA, apresenta-se com lesao da superficie tanto endotelial
quanto epitelial, aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar, inativagao
do surfactante pulmonar com subsequente formacao de edema alveolar, causando
inflamacé&o e produzindo grandes anormalidades nas trocas gasosas e diminuigéo
da complacéncia pulmonar (Piantadosi e cols., 2004). A perda da integridade
epitelial e a lesdo dos pneumdcitos do tipo Il (PIl) alteram o transporte normal de
fluidos através do epitélio, dificultando a remocao de liquido dos espagos
alveolares. Além disso, a lesdo das células do tipo Il, reduz a produgdo e
renovagcdo do surfactante, contribuindo para as suas anormalidades
caracteristicas (Ware e cols., 2000). Esses eventos sao refletidos na presencga de
infiltrados bilaterais ao exame radiolégico convencional e areas heterogéneas de
consolidagdo e atelectasia, predominantemente na regido dependente (Aberle e
cols., 1988). Mediadores liberados por células inflamatodrias circulantes lesam
diretamente a microcirculagdo do pulmao. Os achados patoldgicos incluem dano
alveolar difuso, presenca de neutrdéfilos, macréfagos, eritrocitos e liquido rico em

proteinas nos espacos alveolares, lesdo capilar e ruptura do epitélio alveolar.



A fase proliferativa comecga antes do terceiro dia. Entretanto, torna-se mais
proeminente na segunda e terceira semanas de evolugdo, € um estagio de
organizag&o do exsudato intra-alveolar e intersticial adquirido na fase aguda (Fein
e cols., 2000). PIl se multiplicam ao longo do septo alveolar, para cobrir areas
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
granulacdo. Posteriormente, forma-se um tecido fibroso e denso, pela deposigao
de colageno, 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 térax mostra opacidades lineares, caracterizando a
presenca da fibrose (Pratt e cols., 1979). Na tomografia computadorizada de térax
visualizam-se opacidades intersticiais difusas e bolhas. Muitos pacientes podem
ter a SDRA resolvida nesse estagio, porém alguns evoluem para o reparo

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

A fase fibrética inicia-se a partir da terceira ou quarta semana do inicio da
lesdo, quando ocorre um extenso remodelamento do pulmao através da deposicao
esparsa de colageno, compondo um aspecto de "favos de mel", associados as
areas de fibrose difusa. Os espagos aéreos estdo irregularmente alargados e
existe fibrose nos ductos alveolares. O colageno do tipo Il € substituido pelo

colageno rigido do tipo I, enrijecendo o pulmao (Wallace e cols., 2002).



A tabela abaixo resume os principais achados histopatologicos de cada fase

da SDRA, descritas anteriormente.

Tabela 2 — Achados histopatologios da lesdo pulmonar aguda:

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

Lesdo da barreira alvéolo-

_ Inflamacgao cronica Alvéolos fibréticos
capilar
Necrose de Pl e PII Hiperplasia de PII Tortuosidades arteriais
. o Migracéao de fibroblastos e Organizacgao do exsudato
Edema alveolar e intersticial _

miofibroblastos intra-alveolar

Necrose de células Deposicao de tecido de Producao de proteinas

endoteliais granulagao da matriz extracelular
Membrana hialina Deposicao de colageno Fibrose mural

Ingbar, 2000

E importante ressaltar que essas trés fases, do ponto de vista patogénico,
nao sao claramente definidas, ndo se comportam exatamente como descrito e
nem todos os individuos irdo desenvolver fibrose. Estes estagios podem sobrepor-
se e, em um mesmo individuo, ocorrer de forma heterogénea no tempo e nas

diferentes regides do pulmé&o (Ingbar, 2000).

1.3 - Epidemiologia e Mortalidade na Sindrome do Desconforto Respiratorio
Agudo
Uma estimativa precisa da incidéncia da LPA e da SDRA ainda ndo se

encontra disponivel em decorréncia da falta de uma definigdo uniforme e pela



heterogeneidade das causas e manifestagdes clinicas.

A SDRAJ/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 indices de mortalidade nos ultimos anos, gracas
ao desenvolvimento de medicamentos e a implementacdo de estratégias
ventilatorias protetoras durante a ventilagdo mecénica, o indice de mortalidade
permanece inaceitavelmente alto.

A maioria dos pacientes com SDRA/LPA evolui para 6bito devido a faléncia
de multiplos 6rgéos, e ndo em consequéncia da hipoxemia (Montgomery e
cols.,1985). O progndstico € pior em pacientes com doenga hepatica crbnica,
disfungdo organica nao pulmonar, sepsis e idade avangada. Nao ha diferenca na

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

I.4 - Modelo de SDRA mediada por Lipopolissacarideo

Na década de 30, as endotoxinas foram isoladas e caracterizadas como
complexos de proteina, fosfolipidio, e lipopolissacarideo (LPS) presentes na
parede externa de bactérias Gram negativas. Esforgos subsequentes revelaram
que as proteinas livres e purificadas podiam produzir todos os efeitos fisioldgicos
da endotoxina, substancia impura isolada anteriormente (Morrison e cols., 1983;
Bone e cols., 1991).

Esta claro que uma grande diversidade de receptores participa no
reconhecimento celular do LPS, entretanto os TLR (Toll-like receptors)

representam o0s principais desencadeadores da resposta inflamatéria e
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desempenham um papel fundamental na transdug¢do do sinal desencadeado por
LPS (Medzhitov e cols., 1997).

O TLR é um receptor especializado, que reconhece epitopos presentes em
bactérias e outros organismos unicelulares (Belvin e cols. 1996). Atualmente ja
sao conhecidos em mamiferos 10 tipos de TLR e novos receptores sao
frequentemente 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 tém pequena
afinidade por LPS e, portanto, proteinas adicionais, tais como CD14 (differentiation
cluster 14) e LBP (lipid-binding protein), sdo necessarias como cofatores para a
transducéo do sinal (Lemaitre e cols., 1996) .

A internalizacdo do LPS é importante para a transducdo do sinal. A
interagdo do LPS com as células imunoldgicas desencadeia a produgao de varios
mediadores, que orquestram a resposta inflamatoria (Ulich e cols.,1993). A
ativagao dos fagocitos mononucleares tem um papel central, levando a liberagao
de diferentes citocinas, incluindo TNF-a (fator de necrose tumoral alfa). A
liberacdo de TNF-o induz a aderéncia de neutrofilos as células endoteliais,
favorecendo a migragédo e infiltragdo destes nos espagos pulmonares (Ulich e
cols.,1993; Albelda e cols., 1994). A ativacdo de neutrofilos causa a produgéo de
radicais de oxigénio e a liberacdo de enzimas granulares, as quais podem ser
associadas ao processo de lesdo, especialmente no pulméo (Sibille e cols.,1990;

Olivier e cols., 1996).
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Em individuos normais, as bactérias gram negativas residem primariamente
no trato gastrointestinal, onde barreiras previnem sua translocagdo para a
circulagao sistémica (Bone e cols., 1991). Todavia, alguns fatores podem levar a
translocagdo bacteriana, como: (1) alteragdo da flora do hospedeiro, resultando
em crescimento bacteriano exagerado; (2) disfungcdo imunoldgica do individuo; e
(3) aumento da permeabilidade através da barreira epitelial (Feltis e cols., 1994;
Go e cols., 1995). Uma vez na circulagdo, o LPS interage diretamente com
leucdcitos e células parenquimatosas, induzindo a cascata inflamataria.

A sepse por bactérias gram negativas representa a condigao precipitadora
mais comum para o desenvolvimento da SDRA. Evidéncias sugerem que o LPS
induz uma resposta inflamatéria sistémica que, por sua vez, medeia um dano
organico, eventualmente culminando em uma faléncia orgénica multipla. O pulmao
é frequentemente o primeiro 6rgdo onde surge a faléncia, apresentando as
caracteristicas da LPA/SDRA: um edema pulmonar n&o-cardiogénico como
consequéncia da lesdo ao endotélio vascular pulmonar e inflamag¢do 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 inflamatoério que resulta na LPA/SDRA. O LPS
produz um modelo bem caracterizado de LPA, que pode mimetizar as alteracdes
morfologicas e funcionais observadas na situag&o clinica secundaria a presenca
de LPS circulante (Ulich e cols.,1993; Albelda e cols., 1994; Paulwelse cols., 1990;
Delclaux e cols.,1997). Este também mimetiza a inflamagéo pulmonar secundaria
a exposicao natural ao LPS, constituindo um modelo de lesdo pulmonar direta

(Meyrick e cols., 1986, Gongalves de Moraes e cols.,1996).
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A indugdo da lesdo pulmonar por endotoxina também esta associada com
alteracbes da mecanica respiratéria representadas por redugcdo na complacéncia
dindmica e aumento da resisténcia pulmonar. As alteracbes da mecanica sao
atribuidas a presenga de edema pulmonar seguido por desigualdades na relagéao
ventilagdo-perfusdo, ou constricdo 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

[.7.2 - Historico

A talidomida foi descoberta por uma série de fatores fortuitos e primeiramente
relatada por Wilhelm Kunz, em 1953. Sua sintese foi realizada na industria
farmacéutica alemé “Chemie Grunenthal”, objetivando a preparagédo de pequenos
peptideos uteis na producdo de novos antibidticos. Entretanto, durante a rota
sintética proposta inicialmente, Wilhelm Kunz isolou um produto secundario,
racémico, ndo peptidico, que foi reconhecido pelo farmacologista da “Chemie
Grunenthal”, Herbert Keller, como um analogo estrutural da glutetimida.
Posteriormente, o perfil sedativo-hipnético da talidomida foi bem caracterizado
(Sneader e cols.,1985; Randall e cols.,1990).

Em 1957, a talidomida foi comercializada como farmaco sedativo-hipnético,

amplamente vendido em paises europeus, asiaticos, no Canada e Ameérica do Sul,
tornando-se o0 medicamento mais vendido na Alemanha Ocidental para o

tratamento da insénia (Powell e cols., 1996; Raje e cols., 1999).
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No inicio da década de 60, a talidomida foi prescrita mundialmente como
sedativo e agente antinauseas, indicada no alivio do mal-estar matinal comum em
gestantes, sendo responsavel pelo nascimento de milhares de criangas com
deformagbes congénitas, que foram, posteriormente, atribuidas ao seu perfil
teratogénico (McBride e cols., 1961; Lenz e cols., 1962). Em 1961, apds
confirmacgéo e divulgacédo destes graves efeitos colaterais, este farmaco teve sua
licenga para comercializagdo cancelada (Kelsey e cols., 1965).

Quatro anos mais tarde, em 1965, o meédico israelita Jacob Sheskin
prescreveu a talidomida como sedativo para pacientes leprosos, observando
fortuitamente acentuada redug¢ao da dor e do processo inflamatoério associados ao
leproma (Sheskin e cols., 1965; Bessis e cols., 1992), identificando as
propriedades antiinflamatorias da talidomida, até entdo desconhecidas. Este
intrigante perfil antiinflamatorio incentivou diversos grupos de pesquisa ao estudo
do provavel mecanismo de acéo relacionado as suas acgdes benéficas sobre os
lepromas.

Em 1991, a Dra. Gilla Kaplan e colaboradores, da Universidade Rockefeller,
Nova lorque, em trabalho pioneiro (Kaplan e cols., 1991), demonstraram que
pacientes leprosos apresentavam niveis sanguineos aumentados de um
modulador do sistema imunoldgico, identificado como uma citocina denominada
TNF-a. Estes mesmos pesquisadores constataram, posteriormente, a participacao
da talidomida na inibicdo seletiva desta citocina, quando expressa em quantidade
superior aquela necessaria a manutengcdo do sistema imunolégico normal,

denotando, portanto, o potencial imunorregulador da talidomida.
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Com base na descoberta das propriedades antiinflamatorias e
imunorreguladoras da talidomida, a industria norte-americana Celgene Co.
solicitou ao FDA (Food and Drug Administration) sua aprovagao para uso no
tratamento da hanseniase, concedida em julho de 1998. Marcava-se de forma
definitiva o renascimento deste farmaco, que representa, atualmente, um dos
principais agentes terapéuticos (Calderon e cols., 1997).

Apesar do inicio tragico, a talidomida tornou-se um grande objeto de
interesse gragas a seu valor clinico recentemente demonstrado nas doengas
infecciosas e neoplasicas (Grabstad e cols., 1965; Juliusson e cols., 1996;
Calabrese e cols.,, 2000; Thomas e cols., 2000) atraindo a atengdo dos

pesquisadores devido ao seu amplo espectro de acio.

1.5.2 - Composicado e Analogos Estruturais da Talidomida

0

Tt O
N
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o [0 H
Talidomida

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

glutarimida (a direita).

Os estudos acerca da relagcao entre a estrutura quimica e a atividade da
talidomida e analogos revelam o potencial farmacoférico do anel ftalimidico, ao

mesmo tempo que denotam a irrelevancia do grupamento glutarimida na atividade
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anti-TNF-a, mecanismo responsavel pelos novos efeitos terapéuticos da
talidomida (Shibata e cols., 1996; Miyachi e cols., 1997; Muller e cols., 1997).
Estes dados também denotam o perfil toxicoférico do grupamento glutarimida,
viabilizando o planejamento e sintese de novos candidatos a farmacos, analogos a
talidomida, com maior eficacia terapéutica e desprovidos de seu efeito

teratogénico (Miyachi e cols., 1997).

1.5.3 - Mecanismo de Acéo

O mecanismo de agao preciso da talidomida ainda n&o foi elucidado, gracas
a falta de comparagdes entre os efeitos in vivo com a atividade deste farmaco in
vitro, e devido ao fato de que em solugdes com pH fisiolégico, ela sofre hidrélise
espontanea nao-enzimatica gerando varios metabdlitos (Amato e cols. 2002).

O efeito mais pronunciado da talidomida é certamente a sua ag¢ao sobre a
producdo de TNF-a (Sampaio e cols., 1991; Meierhofer e cols., 2001). Varios
mecanismos para a inibicdo do TNF-a foram sugeridos, incluindo a degradagao
acelerada de RNAm (4cido ribonucléico mensageiro) para TNF-a (Moreira e cols.,
1993) ou sua ligacdo ao acido glicoproteinico-a1, reconhecido por ter uma
atividade anti-TNF-o (Turk e cols., 1996). Além disso, a talidomida parece
bloquear a atividade do fator nuclear kB (NF-kB) (Keifer e cols., 2001). O NF-kB é
um importante fator de transcricdo envolvido na resposta imune e no crescimento
celular. O NF-kB pode se translocar para o nucleo e regular varios genes incluindo

o gene do TNF-a (Baldwin e cols., 2001).
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A talidomida inibe a produgdo de interleucina-6 (IL-6), provavelmente
também bloqueando NF-kB, e a produgcdo de interleucina-12 (IL-12) pelos
mondacitos (Moller e cols., 1997). Em contrapartida, a talidomida aumenta a sintese
das interleucinas 2, 4 e 5 (IL-2, IL-4 e IL-5, respectivamente) (Thomas e cols.,
2000).

Os efeitos imunomodulatérios em linfocitos incluem uma redugdo das
células T CD4+ (Gad e cols., 1985) e uma estimulagdo das células T CD8+
(Haslett, 1998), levando, entdo, a uma queda na relagdo CD4/CD8. Além disso, a
talidomida parece induzir uma transformagao dos linfécitos T helper do tipo 1 (Th1)
em tipo 2 (Th2), isto é, gerando uma célula T mais citotoxica, dominando a
resposta imune disparada principalmente por interferon gama (IFN-y). A talidomida
também inibe a proliferagcdo de célula T em resposta a estimulos mitogénicos e
antigénicos (Keenan e cols., 1991; Thomas e cols., 2000).

Além disso, a talidomida modifica varios receptores de integrinas e outros
receptores de superficie para leucdcitos, incluindo o receptor CD44 e a molécula
de adesao intracelular 1 (ICAM-1) (Nogueira e cols., 1994). A talidomida também
inibe a quimiotaxia dos neutréfilos e mondcitos (Thomas e cols., 2000;
Dunzendorfer e cols., 1997; Fauré e cols., 1981) e a fagocitose pelos neutrofilos.

Os dados sobre a influéncia da talidomida sobre o IFN-y sdo conflitantes.

1.5.4 - Atividade da Talidomida em Diferentes Doencgas
Os primeiros estudos realizados em 1953 estabeleceram as propriedades

ansioliticas, hipndticas, antieméticas e anestésicas adjuvantes da talidomida
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(Fabro e cols., 1965; Smithells e cols., 1994). Subsequentemente, observou-se
que a talidomida era altamente eficaz na supressao do eritema nodoso hansénico
(Sheskin e cols., 1965; Kaplan e cols., 1991). Com base nesses efeitos beneficios
no tratamento das dermatoses inflamatérias associadas a esta condigcédo
especifica, este farmaco vem sendo usado para o tratamento de outras alteracdes
inflamatorias, auto-imunes, e ou dermatolégicas (Calabrese e cols., 2000).
Pesquisas recentes evidenciaram resultados promissores em pacientes com AIDS
e cancer, que apresentam perda progressiva de peso e insbénia (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 multiplo 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)

.6 - Tratamento com Inibidores Especificos de Fosfodiesterases

O estabelecimento do envolvimento dos segundos mensageiros
nucleotideos ciclicos na sinalizagdo celular e homeostase fez com que a
regulacdo dessa via pelos inibidores de fosfodiesterase (PDE) se tornasse uma
area de consideravel interesse (Essayan e cols., 1999).

As fosfodiesterases (PDE) constituem uma familia de enzimas responsaveis
pela degradacao dos nucleotideos ciclicos - monofosfato ciclico de 3°5"-adenosina
(AMP ciclico) e monofosfato ciclico de 3°5°-guanosina (GMP ciclico) — levando a
formacdo do AMP e do GMP. Essas duas moléculas influenciam um grande

numero de processos celulares, incluindo a producdo e a acdo de mediadores
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inflamatédrios, a fungdo dos canais i6Gnicos, a contragdo muscular, a diferenciacao
celular, a apoptose, a lipogénese, a glicogendlise e a gliconeogénese. O AMPc é
um mensageiro secundario intracelular ubiquo, que medeia respostas a diversos
horménios, a fatores de crescimento e a neurotransmissores. Por ser um agente
importante na regulacdo de respostas relacionadas aos mecanismos
patogenéticos de diversas doencgas, tem sido alvo de diferentes intervengdes
terapéuticas. O AMPc é produzido por uma familia de enzimas (com nove
isoformas) denominadas adenilato cliclases (AC), que convertem a adenosina
trifosfato (ATP) em AMPc. As adenilato cliclases estao distribuidas diferentemente
entre os varios tecidos, células e localizagbes intracelulares, gerando diferencas
na regulacao da sintese do AMPc (Hurley, 1999). A atividade da adenilato ciclase,
por sua vez, é regulada pelas proteinas G, as quais sao ativadas por uma grande
familia de receptores denominados receptores acoplados da proteina G (GPCR).
Dessa forma, quando um agonista se liga ao GPCR, o receptor ativa as proteinas
Gs, que por sua vez ativam a AC, levando a produgdo 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 proteinoquinase A (PKA). Quando
ativada pelo AMPc, a PKA fosforila um grande numero de substratos protéicos,
modulando a fungao celular (Fimia e cols., 2001). A ativagdo do AMPc também
desencadeia um mecanismo que leva a sua inativagdo através das PDE. O AMPc
e o0 GMPc s&o inativados através da hidrdlise da ligagao 3’-éster catalisada pelas
fosfodiesterases dependentes de nucleotideos ciclicos (Figura 2). Dada a

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

concentragdes e a duracéo de seus efeitos (Perry e Higgs., 1998).
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Figura 2 — Agbes complementares uteis dos monofosfatos ciclicos de adenosina e
guanosina na lesdo pulmonar aguda e na sindrome do desconforto respiratério
agudo. AMPc e GMPc, monofosfatos ciclicos de adenosina e guanosina,
respectivamente; PKA*, proteinoquinase dependente do AMPc; PKG**:
proteinoquinase dependente do GMPc; PDE, fosfodiesterase.

Até o momento, mais de cinquenta isoformas de PDE foram identificadas,
agrupadas em onze familias (ou tipos), e suas concentragbes variam nos

diferentes tecidos (Essayan e cols., 2001; Clayton e cols., 2004). Essas familias
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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 multiplas
variantes para cada gene. Dessa forma, a diversidade molecular faz com que
existam mais de cinquenta fosfodiesterases, com diferentes especificidades,
caracteristicas cinéticas, propriedades regulatérias e distribuigdo celular (Bolger,
1994; Beavo e cols., 1994; Beavo, 1995; Houslay e Milligan, 1997; Soderling e
cols., 1998). Onze familias de fosfodiesterases foram bem caracterizadas até o
momento (Tabela 3). As PDE compartilham uma estrutura basica comum. Todas
sdo compostas por trés dominios. O dominio central, que mostra o maior grau de
homologia entre todas as enzimas, € responsavel pela hidrolizagdo dos
nucleotideos ciclicos. Acredita-se que os dominios C-terminal e N-terminal tenham
funcdes regulatorias (Kenan e cols., 2000; Essayan, 2001). Todas as PDE sao
reguladas pela fosforilagdo dos seus substratos protéicos (Polson e Strada, 1996).
Com relagdo ao seu substrato, as PDE4, 7 e 8 sdo altamente especificas para o
AMPc (de Boer e cols., 1992; Rabe e cols., 1993), enquanto as 5, 6 € 9 séo
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 especifica para o AMPc (Perry e Higgs, 1998). As PDE10 e
PDE11 sdo especificas para ambos. E importante ressaltar que a alteragdo local
nos niveis de nucleotideo ciclico através da ativacdo de uma familia de PDE pode
afetar a atividade de outras familias através da regulagdo alostérica ou da

competigao pelo sitio (Essayan e cols., 1999).
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Tabela 3 — Distribuicdo das fosfodiesterases humanas

Familia Especificidade Distribuicao
Pulmé&o Células Outros
inflamatorias* tecidos”
PDE1 Ca"*/calmodulina Sim Coracgéo
PDE2 Estimulada pelo GMPc Sim Coragao
PDE3 Inibida pelo GMPc, Sim Sim Coragao

seletiva para ao AMPc

PDE4 Especifica para o AMPc Sim Sim Rim
PDE5 Especifica para o GMPc Sim Célula muscular
lisa
PDEG6 Especifica para o GMPc Sim Fotorreceptores
PDE7 Especifica para o AMPc Sim Sim Cél. musc.
esquelética
PDES Especifica para o AMPc Sim Testiculo
PDE9 Especifica para o GMPc Sim Rim
PDE10  Especifica para ambos Testiculo,
cerebro
PDE11  Especifica para ambos Préstata

PDE, fosfodiesterase; AMPc, monofosfato ciclico de adenosina; GMPc,
monofosfato ciclido de guanina; *- Neutrofilo, mondcito/macréfago, linfocito e
eosindfilo; *- Outros tecidos além do pulmao e das células inflamatorias.

Adaptado de Essayan e cols., 1999
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A possibilidade farmacolégica de modular seletivamente a elevagao
intracelular do AMPc favorece o potencial terapéutico para o uso dos inibidores de
PDE (iPDE). Uma outra perspectiva terapéutica para os iPDE advém do fato de
eles serem capazes de modificar a resposta inflamatoéria através da modulagao
seletiva da produgao de citocinas pro-inflamatorias (Tabela 4). A inibigao seletiva
da PDE1 bloqueia a sintese de IL-6 sem inibir o TNF-a. A inibigdo da PDE3
bloqueia a producéo da IL-6 e atenua a producédo de TNF-a. Inibindo a PDE4 ou a
PDES5, a produgao de IL-6 também fica bloqueada, mas o efeito sobre o TNF-a
mostra-se bifasico, ou seja, excitatério /inibitério. A inibicdo da PDE3 e da PDE4
atenua a proliferagdo de musculo liso na camada intima dos vasos e inibe a
proliferacdo de musculo liso na via aérea (Billington e cols., 1999). A inibicdo
simultdnea das PDES5, 6 e 9 reduz, de modo dose-independente, a sintese da IL-6

e do TNF-a. Finalmente, a inibicdo nao seletiva de PDE pela pentoxifilina suprime

a secrecao de IL-6 e TNF-a.

Tabela 4 - Expressdo de fosfodiesterases e repercussbes da sua inibicdo em células humanas
inflamatorias/acessorias.
Basofilos PDE3, PDE4, PDE5 Reduziu a liberagao de histamina

Reduziu a produgao de IL-4 e IL-13
Reduziu a produgao de LTC4

Linfécitos B PDE3, PDE4, PDE7 Reduziu a sintese de IgE
Aumentou a proliferagédo

Células PDE1, PDE2, PDE3, PDE4, Reduziu o fluxo de calcio

Dendriticas PDES, PDE7 Reduziu a produgao de citocinas

Reduziu a hiperpermiabilidade
Reduziu a expressdo de VCAM-1 e

L-selectina



Eosindfilos

Macroéfagos

Mastocitos

Mondcitos

Neutrdfilos

Linfécitos T

PDE3, PDE4

PDE1, PDE3, PDEA4,

PDES3,PDE4

PDE3,PDE4

PDE4

PDE1, PDE2, PDES, PDE4,
PDES5, PDE?,
PDES8

Diminui a expresséo de CD11b/CD18
Reduziu a quimiotaxia

Reduziu a degranulagao

Reduziu sintese de L-selectina

Reduziu a produgao de LTC4

Reduziu a produgao de superdxidos
Reduziu a liberagédo de acido araquiddnico
Reduziu a produgéo de TNF-q, IL-3 e IL-10

Reduziu a produgao de citocinas

Reduziu a liberagao de histamina

Reduziu a liberagédo de acido araquiddnico
Reduziu a produgao de leucotrienos
Reduziu a produgdo de TNF-a

Nenhum efeito sobre a produgéo de IL-f e IL-6,
IL-8

sobre a produgao de superdxidos

ou oxido nitrico

Aumentou a producgao de IL-10

Diminui a apoptose

Diminuiu a sinalizagéo do calcio

Diminui a expressao de CD11b

Reduziu a degranulagao

Reduziu a secregao de elastase

Reduziu a produgao de leucotrienos
Reduziu a produgao de superdxidos
Reduziu a expressédo de molécula
moléculas de adeséo

Reduziu a blastogénese

Reduziu resposta ploriferativa

Reduziu a produgao de citocinas

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

24

Nenhum efeito

de

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

adesao vascular-1; CD11b, grupamento de diferenciagdo1b ; CD18, grupamento de diferenciacdo 18; TNF-a,

fator de necrose tumoral ; IFN -y, Interferon gamma; GM-CSF, fator estimulante de col6nia de macréfagos e

granuldcitos.

Adaptado de Essayan e cols., 1999
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Por outro lado, dada a importancia do AMPc como um transdutor de sinal
em diferentes mecanismos de ativagao celular, os iPDE tém potencial para causar
diversos efeitos indesejaveis. Por exemplo, o uso da teofilina, um iPDE
inespecifico, é limitado pela inducdo de efeitos colaterais importantes, como
convulsbées e arritmias cardiacas, além de nauseas e de vOmitos. Esses dois
ultimos sao frequentemente relatados com os iPDE4 testados e s&o diretamente
proporcionais a poténcia inibitoria (Giembycz e cols., 2002).

Como a substancia avaliada no presente estudo é um fraco inibidor
especifico de fosfodiesterases (PDE) 4 e 5, serdo apresentados, a seguir, alguns
detalhes destas PDE e de seus inibidores. A familia PDE4 compde-se por quatro
subtipos (A, B, C e D). Cada subtipo € produto de um gene diferente, localizado
em trés cromossomos (Milatovich e cols., 1994; Horton e cols., 1995; Szpirer e
cols., 1995). Todos os subtipos sdo especificos para o AMPc, mas diferem na
distribuicao tecidual, celular e subcelular, e também na sensibilidade aos inibidores.
A PDE4 representa a PDE predominante nas células imunes e nas células
inflamatarias, incluindo os mastocitos, eosindfilos, macrofagos, linfocitos T e célula
muscular lisa do pulmao. A elevagao do AMPc intracelular foi relacionada com a
inibicdo da fungdo de varios tipos de células, incluindo linfécitos, mondcitos,
macroéfagos, neutrofilos, eosinofilos, mastocitos, basofilos, células endoteliais e
células epiteliais do pulmao (Nicholson e cols., 1991; Nicholson e Shahid, 1994)
(Tabela 4). As agdes supressivas dos iPDE4 incluem: 1) a inibigdo da geragéo de
citocinas importantes na maturacdo e no recrutamento de linfécitos T e de
eosindfilos (IL-2, IL-4, IL-5 e GM-CSF) e 2) a inibi¢do da produgao e a liberacéo de

citocinas pro-inflamatérias e de quimiocinas (TNF-a, IFN-y, IL-8 ) (Torphy, 1998;
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Au e cols., 1998). Mais ainda, os inibidores da PDE4 reduzem a produgédo de
espécies reativas de oxigénio e de mediadores pré-inflamatérios pelos basdéfilos,
neutréfilos e eosinofilos, assim como atenuam a degranulagdo dessas células
(Torphy, 1998). Inibidores seletivos das PDE4 reduzem ou abolem a migragéo de
eosindfilos e de neutrofilos para o pulmédo em resposta a antigenos, a histamina e
a lipopolissacarideo de membrana (LPS) (Barnette e cols., 1996a; Teixeira e cols.,
1997; Torphy, 1998). E possivel que os inibidores da PDE4 possam ter efeitos
sobre o remodelamento brénquico (Wong e Leong, 2004).

Um outro mediador envolvido no mecanismo inflamatério da SDRA inclui o
TNF-a. Trata-se de uma citocina que age como mediador primario da resposta
inflamatdria (Old, 1988). No pulmao, o TNF-a induz o sequestro e a migragao de
neutréfilos, os quais desempenham importante fungdo na patogénese da
inflamac&o pulmonar (Deni e cols., 1994). Niveis elevados de AMPc inibem a
producdo de TNF-o em mondcitos ativados e em células mononucleares
periféricas sanguineas e a inibicdo de PDE4 modula eficazmente a atividade do
TNF-a (Verghese e cols., 1995), confirmando seu efeito antiinflamatério.

Todos os efeitos favoraveis causados pela inibicdo da PDE4 descritos
acima motivaram a busca de agentes que a inibissem e que pudessem ser usados
com seguranga clinica (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 inflamagdo pulmonar como o tdnus da musculatura lisa
peribronquica.

Inicialmente, iIPDE4 testados produziam efeitos indesejaveis,
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particularmente nauseas, vOmitos e cefaléia, os mesmos habitualmente
relacionados ao uso da teofilina, um inibidor fraco e ndo-seletivo das PDE (Polson
e cols., 1978). Considerando-se que esses achados sejam decorrentes da inibigao
de um subgrupo particular da PDE4 (PDE4D), buscaram-se inibidores seletivos de

subtipos que mantenham o efeito antiinflamatoério, mas néo os indesejaveis.

Foram descritos quatro subtipos de PDE4 (A, B, C e D), com multiplas
variantes em cada um deles. Aparentemente, a PDE4B é o subtipo predominante
em neutrofilos e em mondcitos. Nessas células, somente foi detectada a variante
PDE4B2 (Wang e cols. 1999), o que faz dela um possivel alvo para o
desenvolvimento de farmacos antiinflamatérios em doengas nas quais mondocitos
e/ou neutrofilos desempenhem papel importante na patogenia.

Aparentemente, ha duas conformagdes de PDE4, uma de alta afinidade e
outra de baixa, ambas com afinidades distintas para determinados inibidores, com
distribuicdes teciduais unicas e com contribuicdes variaveis para os efeitos
funcionais da inibicdo da PDE4. A conformagédo 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
inflamatdrias. Dessa forma, a maior parte dos efeitos antiinflamatérios dos iPDE4

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

As PDE4 e 5 predominam nas células do epitélio brébnquico. A PDE4
hidrolisa de 50 a 75% do AMPc total e a PDES hidrolisa 80% do GMPc total
(Fuhrmann e cols., 1999). Os mecanismos de controle envolvidos na regulagao do

AMPc e do GMPc sao complexos e relacionados. Através deles, ambos os
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nucleotideos ciclicos s&o capazes de modular a sintese, a degradagao e a agéo
um do outro (Pelligrino e Wang, 1998). Outras similaridades entre as agdes
inibitérias 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
inflamatorias (Frossard e cols., 1981; Raeburn e cols., 1993; Torphy e cols., 1999)
sugerem que a regulacao farmacoldgica tanto o AMPc quanto o GMPc possa ser
util no tratamento da SDRA.

A PDES5 catalisa a hidrolise do GMPc com absoluta especificidade. O GMPc
€ o transdutor de sinal para o relaxamento endotelial mediado pelo 6xido nitrico
(NO) e para a diurese mediada pelo fator natriurético arterial (ANP). A elevagao do
GMPc via inibigdo da PDE5 estimula o relaxamento endotelial e a diurese, agéao
combinada util no tratamento da hipertensao arterial e da insuficiéncia cardiaca
congestiva (Sybertz e Czarniecki, 1997). Os estudos com iPDE5 em modelos de
doenca cardiovascular mostraram que eles sao capazes de reduzir a pressao
arterial pulmonar com efeitos minimos sobre a frequéncia cardiaca, fazendo deles
uma nova classe de vasodilatadores pulmonares seletivos (Saeki e Takese, 1996).
Pauvert e colaboradores demonstraram que as PDE3, 4 e 5 sdo as principais
enzimas envolvidas no controle do ténus vascular da artéria pulmonar (Pauvert e
cols., 2002). A inibigdo da PDES5, com consequente 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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1.7 - Sildenafil

1.7.1 - Historico

O citrato de sildenafil (Viagra®) foi o primeiro medicamento oral aprovado
para o tratamento da disfungdo erétil. A descoberta deste farmaco em 1989
resultou de multiplas pesquisas com agentes quimicos que poderiam
potencialmente ser uteis no tratamento das doengas cardiacas coronarianas. Os
estudos clinicos preliminares com o sildenafil no inicio de 1990 ndo foram
promissores a respeito do seu potencial antiangiogénico. Entretanto, varios
voluntarios que participavam desse estudo relataram um efeito colateral frequente:
o sildenafil parecia estimular a ere¢cdo peniana, o que em breve se tornou o
principal foco de outros estudos. Mais de 10 milhdes de homens foram tratados
com sildenafil no mundo desde essa importante descoberta em 1998. Ele é
altamente seletivo para a inibicdo de PDES5 com uma relativamente menor
reatividade cruzada com PDEG6 e possui uma estrutura quimica semelhante ao

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

[.7.2 — Estrutura Quimica
O sildenafil tem uma estrutura quimica planejada a partir de similaridades
identificadas com o substrato natural da PDES, isto é o GMPc(Figura 3). Portanto,
ele inibe a PDES através da sua ligag&o ao sitio catalitico da proteina competindo

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

1.7.3 - Mecanismo de Acgéo

O citrato de sildenafil tem uma poténcia 240 vezes maior que seu precursor,
zaprinast (Ballard e cols., 1998). Seu mecanismo de agdo envolve a inibigdo ativa
da enzima PDES5, que resulta no aumento no monofosafato ciclico de guanina
(GMPc). O GMPc, entédo, estimula a proteina quinase G (PKG), a qual inica uma
cascata de fosforilacdo de proteinas. Isso resulta em uma diminuicdo nos niveis
de ion calcio intracelular, levando a um relaxamento da musculatura lisa (Noss e
cols., 1999). Os efeitos NO/GMPc na contracdo da musculatura lisa parecem ser
mediados especificamente pela PKG, mas ndo pela PKA, porque em
camundongos deficientes em PKG (PKG-I), a indugédo de relaxamento muscular
aortico foi completamente abolida, porém o relaxamento muscular dependente de
AMPc nao foi afetado (Hofmann e cols., 2000). Ao mesmo tempo, o sildenafil
também é um potente vasodilatador pulmonar com resultados encorajadores no
tratamento da hipertensdo pulmonar grave (Ghofrani e cols., 2002).

Estudos imuno-histoquimicos demonstraram a presenga da PDE5 na

musculatura lisa dos vasos, dos bronquios e em plaquetas (Senzaki e cols., 2001).
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Portanto, o efeito do sildenafil foi estudado em dois modelos de doencga das vias
aéreas em cobaio. O primeiro usou o método de exposi¢cado ao LPS; o segundo, o
da sensibilizagdo pela ovalbumina (OVA). Enquanto a primeira técnica causou
remodelamento brénquico, a Uultima provocou respostas broncoconstrictoras
imediata e tardia. Em ambos os modelos, o tratamento com sildenafil (1 mg/kg,
intraperitoneal) ndo modificou as respostas broncoconstrictoras imediata e tardia,
mas reduziu significativamente o remodelamento bronquico e o influxo de
leucécitos (Toward e cols., 2004). Essa foi a primeira demonstragdo de efeitos
antiinflamataérios do sildenafil.

O uso do sildenafil para o tratamento da hipertensédo pulmonar é eficaz em
seres humanos. Um estudo clinico com pacientes com hipertensdo pulmonar
primaria grave mostrou uma dramatica melhora da presséo sistolica pulmonar
apos o tratamento com sildenafil oral (Prasad e cols., 2000). Em outro trabalho
mostrou-se um potente vasodilatador pulmonar, superior ao o6xido nitrico, na
reducao da resisténcia vascular pulmonar (Wilkens e cols., 2001; Preston e cols.,
2005). A combinagdo do tratamento com sildenafil e éxido nitrico produziu amplo
efeito sinérgico. Portanto, a diminuigdo da resisténcia vascular pulmonar e da
pressao capilar promovera possivelmente a resolucdo do edema pulmonar e
melhorara as trocas gasosas. Além disso, o sildenafil age seletivamente sobre os
vasos pulmonares sem causar uma vasodilatacdo sistémica, 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-reperfusdo cardiaca, a administragdo de
sildenafil induziu um aumento transitério na expressdo de RNA mensageiro para
oxido nitrico sintase endotelial e induzida (eNOS e INOS), resultando em uma
elevagao significante nos niveis da proteina NO-sintase apos 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 faléncia inicial do enxerto por aumentar a
tolerancia a isquemia. Além disso, o edema gerado apdés a reperfusdo foi

substancialmente diminuido (Schutte e cols., 2000; Korom e cols., 2006).

1.8 - LASSBio 596

O LASSBIio 596 € um hibrido da talidomida modificada e do sildenafil,
desenvolvido pelo Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBIio) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
que inibe as PDE4 e 5 e o TNF-a (Lima e cols., 2002).

O LASSBIio 596 foi desenhado por modificagdo molecular na estrutura da
talidomida visando a otimizacdo das suas propriedades farmacoterapéuticas e
eliminacao dos efeitos teratogénicos deste farmaco. Desta feita, LASSBio 596 foi
planejado aplicando-se a estratégia de hibridagdo molecular entre os protétipos
talidomida [1], sulfonamida [2] e do sildenafil [3], descritos como inibidores de
TNF-o ,PDE-4 e PDE-5, respectivamente (Figura 4).

A alteragao estrutural da molécula do LASSBio 596 levou a retirada do anel

glutarimidico (responsavel pelos efeitos teratogénicos da talidomida) e do anel
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responsavel pelo priaprismo do sildenafil. Dessa forma, possivelmente os
eventuais efeitos teratogénicos serdo evitados. Em fungdo de sua poténcia
inibitoria das PDE4 e 5 ser da ordem de 50% na concentagdo de 300uM,
possivelmente o LASSBio 596 nao apresenta os efeitos indesejaveis observados
com o uso clinico 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 antiinfamatério e como
imunomodulador esta demonstrado (Lima e cols., 2002). O efeito antiinflamatério
do LASSBIio 596 decorre de sua agao sobre a catabolizacdo do AMPc e do GMPc

e sobre a modulagao do TNF-a. (Lima e cols., 2002).
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Figura 4- Génese dos novos derivados duais (4a-e, LASSBio 468; 5a-e, LASSBio
595; 6a-e, LASSBio 596), inibidores de fosfodiesterases (PDEs) e das agbes do
TNF-a, desenhados pela hibridagdo molecular entre os prototipos talidomida (1),
arilsulfonamida (2) e sildenafil (3).
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O mecanismo preciso pelo qual o LASSBio 596 atenua a inflamagao no
pulmdo ndo é conhecido, mas ha evidéncias de que iPDE4 e 5 podem inibir a
liberagdo de citocinas inflamatorias (Turner, 1993; Sekut e cols., 1995; Miotla e
cols., 1998), regular negativamente moléculas de adesao celular (Essayan, 2001),
inibir a migragdo de leucécitos (Sekut e cols., 1995; Miotla e cols., 1998) e a
funcdo de diversas células envolvidas no processo inflamatério (macréfagos
alveolares, neutrdfilos, linfécitos e mondcitos) (Kambayashi e cols., 1995; Sekut e
cols., 1995; Miotla e cols., 1998; Essayan, 2001) e aumentar a produgédo de
citocinas antiinflamatorias pelos macréfagos (Kambayashi e cols., 1995). Em um
estudo sobre seu valor na lesdo pulmonar aguda induzida por lipolissacarideos
(LPS) de Escherichia coli, o LASSBio 596 preveniu as alteragdes na mecanica
pulmonar, evitando a reducéo do calibre das vias aéreas centrais, a liberagado de
TNF-a, o colapso alveolar e a deposi¢cdo de fibras colagenas no septo alveolar
(Rocco e cols., 2003). E possivel que a acdo benéfica do LASSBio 596 sobre a
funcdo pulmonar se deva a inibicado da PDE4, que levaria ao relaxamento da
musculatura lisa da via aérea, a modulagdo da atividade neural pulmonar e a
supressao da ativacdo de células inflamatérias. Nesse estudo de Rocco e
colaboradores foi demonstrado, também, que o papel antiinflamatério do LASSBio
596, inibindo a neutrofilia e o TNF-a, ndo elevou a susceptibilidade a infeccdo. Em
um trabalho posterior, foi avaliado o efeito protetor do LASSBio 596 sobre a
funcdo pulmonar e o remodelamento em um modelo crénico de sensibilizagado
alérgica (Campos e cols., 2006). Os animais foram tratados 24 horas antes de

receber a primeira instilagido intratraqueal de ovalbumina. O LASSBio 596 inibiu as
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alteracbes da mecanica pulmonar, da celularidade, da broncoconstric¢ao, assim
como o remodelamento pulmonar. Evitou, também, as altera¢gdes morfométricas e
bloqueou a fibroproliferagdo em modelo de sensibilizacdo alérgica desenvolvido
em camundongos BALB/c (Campos e cols., 2006).

Tais achados permitem supor que o composto 596, por possuir um perfil
antiinflamatorio duplo devido a hibridagdo molecular, agindo nas isoenzimas PDE
e reduzindo os niveis de fator de necrose tumoral — alfa (TNF-a) possa apresentar
uma acao tdo boa, ou melhor, que a promovida pelos farmacos utilizados na sua

concepcao, administrados separadamente ou em associacgao.

I.9 Mecanica respiratéria
1.9.1 - Nogdes bésicas

Os efeitos funcionais dos farmacos testados no presente trabalho foram,
também, estudados pela mecanica pulmonar. Inicialmente, sera apresentada uma
revisdo dos parametros da mecanica pulmonar avaliados.

A respiracdo € um processo ciclico, envolvendo trabalho mecéanico dos
musculos respiratérios para a movimentacdo do sistema respiratério. Dois
componentes, o pulméo e a parede toracica, formam o sistema respiratério. Como
parede toracica subentende-se todas as estruturas que se movem durante o ciclo
respiratorio a excegado dos pulmdes. A pressao motriz, isto €, aquela gerada pela
contracdo muscular durante a inspiragao, precisa vencer forcas de oposicao, tais
como: a) forgas elasticas dos tecidos pulmonares e parede toracica; b) forgas

resistivas resultantes do fluxo de gas pelas vias aéreas e movimentagado das
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moléculas constituintes do tecido pulmonar e dos tecidos da parede toracica
(D’Angelo e cols., 1994); c) forgas viscoelasticas dos tecidos pulmonares e da
parede toracica; d) forgas plastoelasticas responsaveis pela histerese
(Hildebrandt, 1970); e) forcas inerciais (dependem da massa dos tecidos e dos
gases) (Mead, 1954); f) forgcas gravitacionais (incluidas nas forgas elasticas) (Milic-
Emili, 1977); e g) forgas de distor¢do da parede toracica. Contudo, durante a
respiracao basal, as for¢as inerciais e de distorcdo da parede sao consideradas
despreziveis (Rodarte e Rehder, 1986).

A elasticidade € uma propriedade da matéria que permite ao corpo retornar
a sua forma original apos ter sido deformado por uma forga sobre ele aplicada. Um
corpo perfeitamente elastico, como uma mola, obedecera a lei de Hooke, ou seja,
a variacdo de comprimento € diretamente proporcional a for¢ca aplicada, até que
seu limite elastico seja atingido. Em visdo tridimensional, teriamos volume

proporcional a pressao.

O tecido pulmonar e a parede toracica possuem propriedades elasticas e
obedecem a lei de Hooke, ampliada, de modo que, quanto maior a pressdo motriz,
maior o volume de gas inspirado. A inclinacdo da curva volume-pressao ou a
relacdo entre a variagdo de volume gasoso mobilizado (AV) e a pressdo motriz
necessaria para manter o sistema respiratorio insuflado & conhecida como
complacéncia do sistema respiratorio (Crs). Logo, Crs = AV/Pel,rs, onde Pel,rs

corresponde a pressao elastica do sistema respiratério.

Cabe ressaltar que, ao invés de complacéncia, é frequentemente utilizada a

elastancia. Esta corresponde ao inverso da complacéncia (Ers = 1/Crs), ou seja, é
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a relagao entre a variagao de pressao e o volume mobilizado resultante. O calculo
da elastancia do sistema respiratorio apresenta vantagens, ja que as elastancias
do pulméao (EL) e da parede toracica (Ew) sado adicionadas diretamente: Ers = EL
+ Ew, enquanto que se somam os inversos das complacéncias: 1/Crs = 1/CL +

1/Cw.

Dois fatores geram o comportamento elastico do pulm&o. Um deles é
representado pelos componentes elasticos do tecido pulmonar (fibras elasticas e
colagenas). Acredita-se que o comportamento elastico do pulm&o ndo 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 ha insuflagéo,
todos esses componentes se distendem. Esse fendmeno, denominado

interdependéncia, contribui para manter todos os espacos aéreos abertos.

Além das propriedades elasticas dos tecidos pulmonares, os pulmdes ainda
apresentam um importante fator que contribui para as suas caracteristicas
elasticas: a tensao superficial exercida pelo liquido que recobre as mucosas
pulmonares.

A tensdo superficial numa interface ar-liquido aparece porque as moléculas
do liquido sao atraidas com maior intensidade para o interior do préprio liquido do
que para a fase gasosa acima deste. A tensdo superficial pode ser definida como
a forga que age sobre uma linha imaginaria de 1 cm de comprimento na superficie
de um liquido. Essa tenséo surge porque as forgas de atragao entre as moléculas

do liquido sdo muito maiores do que aquelas entre liquido e gas, resultando uma
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area liquida a menor possivel.

A tensdo superficial tem a propriedade importante de gerar pressdo no
interior de uma bolha. A relacédo entre a tensao superficial na parede e a pressao
desenvolvida dentro da esfera obedece a Lei de Laplace. Essa lei afirma que, por
exemplo, para cada superficie de uma bolha, a pressao (P) € igual ao dobro da
tensdo (T) desenvolvida pelo raio (r), ou, para ambas as superficies, P = 4T/r.
Entretanto, quando somente uma interface esta envolvida, como em um alvéolo
esférico revestido por liquido na sua face interna, o numerador tem o numero 2 em
lugar de 4. Considerando-se dois alvéolos de diferentes tamanhos conectados
através de uma via aérea comum, e com tensao superficial semelhante, pode-se
depreender, com base na Lei de Laplace, que a pressao 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 ndo ocorre nos pulmdes normais, pois a tensao superficial do
surfactante, liquido de composicao protéica e, principalmente, fosfolipidica
secretado pelos pneumdcitos tipo I, € consideravelmente menor do que a da
solucao salina que recobre as mucosas pulmonares e varia de acordo com o raio
de cada alvéolo (alvéolos grandes apresentam tensao alta; alvéolos pequenos
mostram tensdo baixa), de modo a manter igual a pressao no interior de todos
eles (Rhodes e Tanner, 1995).

Durante a movimentacdo do sistema respiratorio, quando ocorre fluxo de
gas, um elemento adicional ao elastico precisa ser vencido pela pressdo motriz: a

resisténcia. A resisténcia do sistema respiratorio (Rrs) pode ser calculada
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dividindo-se Pres,rs por fluxo aéreo. Pres,rs € a pressao resistiva do sistema
respiratorio, ou seja, a pressdo necessaria para vencer seus componentes
resistivos. Semelhantemente a complacéncia, e pelas mesmas razbes, a
resisténcia do sistema respiratério pode ser subdividida em seus componentes

pulmonar e de parede.

A resisténcia pulmonar, por sua vez, pode ser subdividida em dois
subcomponentes: a resisténcia das vias aéreas (Raw), que depende do fluxo de ar
no interior dos pulmbes, e a resisténcia tecidual (Rtis), determinada pelas perdas
energéticas geradas pela viscosidade (isto €, atrito) pertinente a movimentacéo do
pulm&o. A resisténcia das vias aéreas pode ser influenciada pela geometria da
arvore traqueobrdnquica, pelo volume pulmonar, pela complacéncia das vias
aéreas, pela densidade e viscosidade do gas inspirado e pela musculatura lisa dos
brénquios. A resisténcia tecidual depende da velocidade do deslocamento, o que é
importante tanto durante a inspiragcdo como na expiragao. A resisténcia da parede
toracica também é determinada pelas perdas energéticas geradas pela
viscosidade pertinente a movimentagao das moléculas que constituem os tecidos

da parede toracica.

Além dos componentes elasticos e resistivos, o sistema respiratorio
apresenta, também, propriedades viscoelasticas, que atuam no tecido pulmonar e
na parede toracica. A viscoelasticidade foi descrita a partir do comportamento de
fios de seda, por Wilhem Weber em 1835. Substéncias viscoelasticas, quando
mantidas sob deformagao constante, apresentam queda da tensdo, chamada de

relaxamento de tensdo (“stress relaxation”), ou simplesmente, relaxamento,
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quando o corpo é estirado. Por outro lado, sob tens&do constante, o corpo tende a
se deformar continuamente com o decorrer do tempo, fenbmeno chamado “creep”
(Dorrington, 1980). E importante notar que esta deformagéo nado é irreversivel,
mas sim reprodutivel, podendo ser repetida, desde que seja precedida por um
periodo de tempo onde o material permaneca em condi¢des de repouso, a fim de
apagar a memoéria do evento anterior. Do ponto de vista morfofuncional, a
viscoelasticidade ocorre ao nivel do tecido pulmonar e da parede toracica e
permite o intercambio de energia (pressdo) entre o componente elastico e o
resistivo. Por exemplo, durante uma pausa inspiratoria, a energia potencial
(pressao) acumulada no componente elastico, pode ser dissipada sob a forma de

calor pelo componente resistivo.

1.9.2 - Estudo da Mecéanica Respiratoria

Todas as alteragbes humorais e celulares da SDRA tém suas expressdes
na mecanica respiratdéria e se caracterizam por reducdo da complacéncia e
aumento da resisténcia pulmonar (Esbenshade e cols., 1990; Wheeler e cols.,
1990; Faffe e cols., 2000).

A reducdo da complacéncia € manifestada clinicamente pela necessidade
de altas pressdes de via aérea para se conseguir um dado volume inspirado. O
mecanismo pode incluir o aumento da tensao superficial e enrijecimento tecidual
(e.g., redugado dos volumes pulmonares por atelectasia e edema). O possivel
desenvolvimento posterior de fibrose parenquimatosa difusa como resultado do

remodelamento do tecido pds-agressédo, reduz ainda mais a complacéncia
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pulmonar e torna mais dificil a expansao e a ventilagao alveolares (Nobel e cols.,
1975; Lamy e cols., 1976).

Os fatores que elevam a resisténcia pulmonar podem ser: aumento da
resisténcia tecidual devido a inflamacgao, infiltragcdo e/ou obliteracdo dos condutos
aéreos, edema peribrOnquico e areas de insuflagdo 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 respiratério e seus
componentes (pulmdo e parede toracica), além dos diversos mecanismos
envolvidos durante a respiragdo foram utilizados modelos matematicos
relativamente simples, que se aproximam ao maximo da realidade. Para isso, é
necessaria a interpretacdo fisiologica de variaveis mensuraveis como fluxo,
volume e pressao na abertura das vias aéreas.

O modelo mais simples € composto de dois elementos, uma resisténcia

(representada por um tubo) e uma elastancia (representada por um balédo) (Figura

5).
A R
§ Figura 5 - Modelo linear uni-
B i compartimental do sistema respiratorio.
?_‘ Representagdo anatémica (A) e reologica
v E R (corpo de Voigt, B). R, resisténcia; E,
elastancia; V, variagcbes de volume.
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Esse modelo baseia-se na assertiva de que as propriedades mecanicas do
sistema respiratério independem do volume pulmonar e do fluxo, e que os fatores
inerciais sdo despreziveis. A equagao de movimento associada ao modelo é
geralmente referida como "equacédo de movimento do sistema respiratério”. Essa
equacao é dada por:

P(t) = E.V(t) + R.V'(t)
onde, em qualquer instante t, E e R sdo, respectivamente, a elastancia e a
resisténcia do sistema respiratério e P € a pressdo motriz capaz de produzir
volume (V) e fluxo aéreo (V’). Entretanto, apesar do modelo de compartimento
unico continuar sendo amplamente utilizado, essa equacdo de movimento nao
explica o decaimento lento da pressao traqueal observado apds oclusdo das vias
aeéreas ao final da inspiragcado (Don e Robson, 1965; Bates e cols.,1985a, 1985b), a
dependéncia de frequéncia de R e E na faixa de 0-2 HZ (Barnas e cols., 1987,
Brusasco e cols., 1989), bem como a presenga de histerese na curva volume-
pressao quase-estatica em pulmdes isolados.

Iniciou-se, entdo, o estudo da mecanica respiratoria utilizando-se modelos
bicompartimentais que consideravam a heterogeneidade de distribuicdo de gas
nos pulmdes (Mead, 1961) e a viscoelasticidade dos tecidos (Mount, 1955).

Na década de 60, foram descritos os primeiros modelos bicompartimentais
para estudo da mecéanica respiratéria, que associavam a natureza
multicompartimental do sistema respiratério a heterogeneidade da distribuicdo de
gas nos pulmdes (Otis e cols., 1956; Mead, 1969) ou a viscoelasticidade dos

tecidos toracicos (Mount, 1955).
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Em 1985, Bates e colaboradores expandiram o modelo, originalmente
proposto por Mount, na forma de um modelo fisico composto por elementos
elasticos representados por molas e por elementos resistivos expressos por
amortecedores (Bates e cols., 1985). Os autores realizaram uma analise tedrica
do comportamento ndo homogéneo do sistema respiratério submetido a uma
ventilagdo mecéanica com fluxo inspiratério constante, seguido por uma oclusao
subita das vias aéreas. Imediatamente apds a oclusdo ocorre uma queda rapida
da pressao traqueal (AP1,rs), indo do seu valor maximo (Pmax,rs) até um ponto de
inflexdo (Pi,rs), seguida por uma queda lenta (AP2,rs) até atingir um platd
aparente, que corresponde a pressao de retracio elastica do sistema respiratorio
(Pel,rs).

O modelo de Bates e colaboradores € constituido por dois submodelos,
pulm&o e parede toracica, apresentando um arranjo em paralelo, uma vez que,
sdo submetidos a mesma variagao de volume (Figura 6). A subunidade pulmonar
consiste de um amortecedor, representando a resisténcia das vias aéreas
(Rinit,L), em paralelo com um corpo de Kelvin, que consiste de uma mola
representando a elastancia estatica (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 (t2,L=R2,L/E2,L) estimam as
propriedades viscoelasticas do pulmdo. Ja a subunidade da parede toracica é
representada por uma resisténcia (Rinit,w) e pelo corpo de Kelvin, caracterizado
pela elastancia estatica da parede toracica (Est,w) e pelos parametros que

correspondem a viscoelasticidade (E2w, R2 e t2w).
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PULMAO PAREDE TORACICA
A Est. 1. + Est, w
st ,__l% L F,-E'Il W
V.P I—T_] V.P ‘_:j
E2.L E2.w
V Rinit, I + Rinit, w

Figura 6. Modelo de molas e amortecedores para interpretacdo da mecanica do
sistema respiratorio a luz de um comportamento viscoelastico. Pulmao e parede
toracica apresentam um componente resistivo (Rinit,L e Rinit,w,
respectivamente) em paralelo com um corpo de Kelvin; este composto por
componente elastico (EstL e Estw, respectivamente) representando a
elastancia estatica 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 viscoelastico. A
distancia entre as duas barras horizontais € analoga ao volume pulmonar (V) e

a tensédo entre elas € analoga da press&o 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 forga exercida pela mola E2 aproxima-se de R2.v. Se
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uma manobra de interrupgédo 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 equilibrio. Logo, nesse modelo, o
decaimento pressorico lento (AP2), observado apods a interrupgédo do fluxo, &
interpretado como equivalente ao relaxamento da mola E2, resultando em

dissipacéao caldrica de energia no amortecedor R2.

Baseado no modelo de Bates e cols. (Bates e cols., 1988b), a queda de
pressao que ocorre imediatamente apdés a oclusido das vias aéreas, durante a
insuflacdo pulmonar com fluxo constante, fornece a variagdo de pressdo do
sistema respiratorio que seria obtida na auséncia de desigualdades da constante
de tempo e “stress relaxation”, ou seja, o componente viscoso ou homogéneo do
sistema respiratéorio. A queda mais lenta da pressdao, que ocorre
subsequentemente até ser atingindo o platd, reflete a pressdo dissipada em
decorréncia da viscoelasticidade e/ou inomogeneidade do sistema, as quais sao
determinadas, respectivamente, pelo “stress relaxation” e “pendelluft” (Bates e
cols., 1985; Bates e cols., 1988).

“Stress relaxation” pulmonar € a capacidade do pulméo de se adaptar a
uma insuflagdo mantida, apresentando redugcao da pressdo em funcédo do tempo.
Quando permanece sob um comprimento constante (volume), o pulméo pode
alterar sua tensdo com o tempo. Logo, o gradiente de pressdao se reduz
progressivamente. O “stress relaxation” ocorre apds alteragbes subitas do
comprimento, “strain”. Nesse caso, subito significa que o tempo necessario para o

estiramento € menor do que a constante de tempo (R2.C2). O “stress relaxation”
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depende do realinhamento da matriz extracelular e de perdas de energia nos
tecidos pulmonares e na interface ar-liquido (Horie e cols., 1971). Ja o “pendelluft’
€ a ftransferéncia de um pequeno volume de gas dos compartimentos
pulmonares de maior pressao para os compartimentos de menor pressao,
representando o reajuste estatico das diferengas regionais de volume pulmonar
resultantes de desigualdades de constante de tempo (Otis e cols., 1956; Bates e
cols., 1985).

Varios fatores contribuem para o “stress relaxation” no pulmio, como o
fendbmeno de abertura e fechamento das vias aéreas e espacos alveolares, e as
perdas de energia nos tecidos e na interface ar-liquido. As fibras de colageno e
elastina, isoladamente, apresentam pouca adaptagdo ao estiramento, mas o
arranjo da matriz fibro-elastica apresenta contribuicdo significativa para este
fendbmeno (Horie e cols., 1971). Alguns autores ressaltam o papel da interface ar-
liquido como o principal determinante do “stress relaxation” no pulmao (Horie e
cols., 1971).

O comportamento ndo homogéneo da parede toracica nao esta
completamente esclarecido. A parede toracica pode se comportar como um
sistema de dois compartimentos, um de baixa complacéncia, representando pela
caixa toracica e outro de complacéncia mais elevada, o abdome (Peslin e cols.,
1975). Além disso, a pressao intrapleural ndo é uniforme em toda a cavidade
toracica, sendo afetada pela contragdo do diafragma e pela movimentacdo do
abdome (D’Angelo e cols., 1974). As propriedades mecénicas do sistema
respiratorio podem sofrer influéncia da parede abdominal, ajudando a explicar a

queda ndo homogénea da presséo pleural apos a oclusédo das vias aéreas (Zin e



48

cols., 1989). A abertura extensa da parede abdominal leva ao aumento da
elastancia e resisténcia, provavelmente secundario a redistribuicdo de volumes
gasosos no pulmao (Zin e cols., 1989).

O primeiro estudo em animais realizado de acordo com o proposto por
Bates e colaboradores (Bates e cols., 1985), com subdivisdo 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 contribuicdo significativa da parede toracica para as
desigualdades do sistema respiratério (Auler e cols., 1987; Zin e cols., 1989;
D’Angelo e cols., 1993), comprovando que elas podem ser atribuidas aos
componentes pulmonar e de parede.

O método de oclusdo das vias aéreas apos insuflagcdo com fluxo constante
nao € capaz de determinar a contribuicdo relativa do “pendelluft” (desigualdades
de constantes de tempo) e do “stress relaxation” (componente viscoelastico) para
o desenvolvimento da queda lenta observada na pressao traqueal (Bates e cols.,
1985; Bates e cols., 1988b; Kochi e cols., 1988). No entanto, varios autores
acreditam ser a maior contribuicdo 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 oclusdo ao
final da inspiracdo, a dependéncia das resisténcias pulmonares, de parede e do
sistema em relacdo ao fluxo e volume (Kochi e cols., 1988a e 1988b). Em
condicbes de isovolume, as resisténcias pulmonares intrinsecas do pulméo
(Rinit,L), da parede (Rinit, w) e do sistema respiratério (Rinit,rs) aumentam

linearmente com o aumento do fluxo, enquanto a resisténcia adicional (AR,L ;
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AR,w ou AR;rs), determinada pela dissipagcdo de energia para vencer o
componente viscoelastico e/ou inomogéneo, se reduz. Esse comportamento se
reflete na resisténcia pulmonar total (Rtot,L) que é maior em baixos fluxos do que
em fluxos intermediarios. Na situagdao de isofluxo, aumentando-se o volume,
Rinit,L; Rinittw e Rinit,rs decrescem, enquanto que Rtot,L; Rtotw e ARrs
aumentam (Kochi e cols., 1988; D’angelo e cols., 1989).

Em 1988, o modelo de oclusao ao final da inspiracéo foi validado através de
estudos experimentais utilizando-se capsulas posicionadas em pontos diferentes
da superficie pleural. Ao medir diretamente a pressao alveolar, comprovou-se ser
esta homogénea nos pulmdes, apresentando pico de pressdo coincidente com o
ponto de inflexdo (Pi) observado na curva de presséo traqueal. Logo, a presséo
alveolar mostra comportamento semelhante ao encontrado na segunda fase da
pressao traqueal, a de queda lenta. Tal observacdo indica que a variacdo de
pressdo responsavel pela queda lenta (AP2) ocorre em consequéncia a um
fendmeno distal ao espaco alveolar, ou seja, no tecido pulmonar. Logo, AP2 é uma
manifestagcdo do comportamento tecidual de adaptagdo ao stress (Bates e cols.,
1988; Saldiva e cols., 1992).

Apesar de haver diversas técnicas que analisam a mecénica do sistema
respiratorio, nos ultimos anos o método da oclusdo ao final da inspiragao foi
bastante utilizado no estudo da mecanica respiratoria, 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 informagdes individualizadas sobre o
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componente pulmonar e permitir a analise de suas propriedades elastica, viscosa

e viscoelastica.

II. OBJETIVOS

II.1- Objetivo Geral

Comparar os efeitos respiratérios da talidomida, sildenafil, talidomida e
sildenafil e LASSBio596 (um hibrido da talidomida e do sildenafil) na lesao

pulmonar aguda.

II.2 - Objetivos Especificos

1 - Pelo método de oclusao ao final da inspiragao, avaliar as propriedades
resistivas, elasticas e viscoelasticas e/ ou inomogéneas apds o uso de diferentes
inibidores de fosfodiesterase em um modelo de lesdo pulmonar aguda induzida
por lipopolissacarideo de E. coli.

2 - Estudar as alteragbes morfométricas e a celularidade total e diferencial
no parénquima pulmonar.

3 - Correlacionar os achados funcionais com as alteragdes histopatologicas

pulmonares

. JUSTIFICATIVA

A Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) /Sindrome do Desconforto Respiratorio

Agudo (SDRA) apresenta alta morbidade e mortalidade. At¢é o momento, nao
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existe uma opcgao terapéutica eficaz e o tratamento € de suporte. Sabe-se que a
SDRA apresenta fibroelastogénese, além do intenso processo inflamatério.
Portanto, seria desejavel o desenvolvimento de farmacos com um efetivo perfil
antiinflamatorio e antifibrogénico 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 decorréncia da dupla agdo antiinflamatéria do
composto, agindo nas isoenzimas PDE4 e 5 e reduzindo os niveis de fator de
necrose tumoral — alfa (TNF-a), como resultado da hibridizagdo molecular utilizada
na sintese do 596. Assim, com o objetivo de avaliar se a nova molécula apresenta
eficiéncia terapéutica mais relevante do que a dos farmacos utilizados na sua
concepcao, separadamente e em associagao, eles serdo administrados a um

modelo de Lesdo Pulmonar Aguda induzida por lipopolissacarideo de E. coli.
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IV. MATERIAIS E METODOS:
IV.1 - Grupos Experimentais:

O estudo utilizou duzentos e quarenta camundongos BALB/c, pesando 2515 g
(média + DP), oriundos do biotério do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, divididos aleatoriamente entre seis grupos
experimentais tratados 1 ou 6 horas apos a inducéo da lesao:

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

sulfoxido (DMSO-veiculo) intraperitonealmente (i.p) 1 h (n =20) ou 6 h (n=20)
depois da instilacdo por via intratraqueal (i.t.) de 0,05 mL de salina (0,9%
NacCl),

B- Grupo LPS (L): quarenta camundongos receberam salina e dimetil-
sulféxido (0,2 mL, i.p) 1 h (n = 20) ou 6 h (n =20) depois de ser instilada i.t.
uma solucéo contendo 10 ug de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli
(cepa 055:B5, Sigma-Aldrich, Inc., St.Louis, EUA) diluidos em solugéo salina
(0,05 mL de solucéo final),

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

pmoles/kg, i.p) 1 h (n =20) ou 6 h (n =20) depois da administracéo de LPS.
D- Grupo Sildenafil (S): quarenta camundongos receberam sildenafil (0,025

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

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

talidomida (0,025 pmoles/kg, i.p) associadamente ao sildenafil (0,025
pmoles/kg) 1 h (n = 20) ou 6 h (n = 20) depois da administracao de LPS.

F- Grupo LASSBIi0596 (596): quarenta camundongos receberam LASSBIi0o596
(0,025 pumoles/kg, i.p) 1 h (n = 20) ou 6 h (n = 20) depois da administracdo de
LPS.

N&o houve randomizagao entre os tempos de tratamento 1 ou 6 horas.

Vinte e quatro horas depois da instilacdo traqueal, as variaveis da mecanica
pulmonar (pressdes resistivas e viscoelasticas, e elastancia estatica) foram
computadas. Os animais foram sacrificados apds a realizacdo da medida da
mecanica respiratoria in vivo e tiveram seus pulmdes removidos para analise da

morfometria pulmonar e quantificacéo da celularidade total.
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Alguns animais foram descartados por problemas técnicos ou por
apresentarem aspecto sugestivo de doenca infecciosa nédo relacionada a LPA por
E.coli.

A Tabela 5 mostra o numero final de animais utilizados no calculo das

variaveis medidas.

Tabela 5 — Numero final de animais utilizados por grupo

GRUPO TRATADO 1 h DEPOIS DA GRUPO TRATADO 6 h DEPOIS DA
INDUCAO DA LESAO INDUCAO DA LESAO

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 o TALIDOMIDA E o
SILDENAFIL (TS) 14 animais SILDENAFIL (TS) 14 animais
LASSBIo 596 (596) 13 animais LASSBio 596 (596) 13 animais

LPS, lipopolissacarideo; 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 LASSBIio 596, respectivamente.

IV.2 - Mecanica pulmonar:

Nos dias dos experimentos os animais foram sedados com diazepam (0,4
mg/Kg, i.p), pesados (balanca Filizola, modelo BR, Industrias Filizola SA, SP, Brasil)
e, entdo, anestesiados com pentobarbital sodico (20 mg/kg i.p.). Essa combinacao
medicamentosa € suficiente para manter o animal em plano anestésico (supressao
do reflexo cérneo-palpebral) por 1 hora. As medidas de mecéanica pulmonar néo

duraram mais do que 20 minutos.
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Depois de anestesiados, os animais foram colocados em decubito dorsal
sobre uma pequena mesa sob foco cirargico, sendo seus membros fixados por
esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos horizontalmente estendidos a
90 graus em relac&o ao corpo e os membros inferiores estendidos em diagonal. Apos
0 posicionamento cirargico, foi realizada traqueotomia pela qual se introduziu um
jelco 20G com 32 mm de comprimento e 0,8 mm de diametro interno, sendo a canula
fixada a traquéia por meio de fios de algoddo. Os animais foram paralisados com
brometo de pancurbénio (0,005 mg/kg peso, através de administracdo intra-
peritoneal).

Os camundongos foram, entdo, acoplados a protese ventilatéria por um
ventilador de fluxo constante (Samay VR15, Universidad de la Republica,
Montevidéu, Uruguai) e ventilados com frequéncia de 100 incursdes respiratorias por
minuto e um volume corrente (V) de 0,2 mL e fluxo de 1mL/s.

AplOs a adaptacdo ao respirador, os animais foram submetidos a incisao
cirdrgica por tesoura na linha média do abdomen justo abaixo do apéndice xiféide. A
inciséo foi estendida, superficialmente, ao longo da parede toracica sobre o esterno,
sendo, entdo, a pele do animal retirada por tracdo lateral. A seguir, a incisao
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 possivel visualizar o diafragma, que foi perfurado e secionado
segundo a mesma orientacao da abertura da parede abdominal.

Imediatamente antes da perfuragdo do diafragma a canula traqueal foi
conectada a um transdutor de presao (ver abaixo). Perfurado o musculo, o tracado

de pressdao apresentou um deslocamento positivo correspondente a pressao de
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retracdo elastica do pulméo. Essa mesma pressao (cerca de 2 cmH,0) foi instalada
no ventilador artificial como presséo positiva ao final da expiracdo (PEEP) (Saldiva e
cols., 1992).

Apos a retirada do diafragma, a parede toracica foi removida por cortes
longitudinais bilaterais ao nivel das linhas axilares anteriores, em toda sua extensao,
e secao transversal abaixo da clavicula.

O ventilador foi ajustado previamente para gerar, quando desejado, uma
pausa de 5 segundos ao final da inspiragcdo. Foram tomados cuidados especiais na
manutencao do volume (Vr = 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 duracdo da
inspiracdo nas variaveis medidas (Kochi e cols., 1988a, 1988b; Simlowski e cols.,
1989).

O tubo traqueal foi conectado a um pneumotacégrafo para pequenos animais,
como descrito por Mortola e Noworaj (Mortola & Noworaj, 1983), sendo o ventilador
acoplado a outra extremidade do pneumotacografo. O pneumotacégrafo é
constituido por uma canula metalica com duas saidas laterais conectadas a um
transdutor diferencial de pressédo, Validyne MP 45-2 (Engineering Corp, Northridge,
CA, EUA), para medida de fluxo aéreo, sendo o volume corrente obtido por
integracdo do sinal de fluxo. Através de outra saida lateral, a via aérea foi conectada
a um transdutor diferencial de pressdo Validyne MP45-2 (Engineering Corp,
Northridge, CA, EUA) para medida da presséao transpulmonar (PL).

Uma vez que nao houve modificagbes abruptas no diametro no nosso circuito,
provavelmente foram evitados erros de medida da resisténcia ao fluxo (Chang e

cols., 1981, Loring e cols., 1979). O espago morto do equipamento foi 0,2 mL. Todos
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os sinais foram condicionados e amplificados num poligrafo Beckman tipo R
(Beckman Instruments, Schiller Park, IL, EUA). Os sinais de pressao e fluxo foram
passados através de filtros Bessel de 8 pdlos (902LPF, Frequency Devices,
Haverhill, MA, EUA), convertidos de analégico 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,
Canada) (Figura 7).

Durante os experimentos evitou-se a0 maximo a manipulacdo da canula
tragueal com aspiracdes e insuflacdes, para eliminar possiveis interferéncias sobre
0s parametros medidos.

A mecanica pulmonar foi obtida através da captacéo de 15 ciclos respiratorios,

pelo método da ocluséo ao final da inspiracéo (descrito a seguir).

IV.3 - Método de Ocluséo ao Final da Inspiracao

A mecanica respiratoria foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da
inspiracdo (Bates e cols., 1985), que permite analisar separadamente o0s
componentes elastico, viscoso e viscoelastico e/ou inomogéneo do sistema

respiratorio.
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Figura 7 — Montagem experimental consistindo de:

1 - Cilindro de ar comprimido.

2 - Valvula redutora de presséao.

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

4 - Pneumotacaografo.

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

6 - Canula traqueal.

7 - Mesa cirurgica.

8 - Transdutor diferencial de pressdo para medida de pressao
transpulmonar.

9 - Transdutor diferencial de pressao para medida de fluxo.

10 - Poligrafo de oito canais com amplificacdo dos sinais de fluxo e pressao
transpulmonar.

11 - Filtros.

12 - Conversor analégico-digital de 12 bits.

13 - Microcomputador.
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ApoOs a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracdo, sob fluxo constante,
ocorre uma queda subita da PL até um ponto de inflexdo (Pi) a partir do qual o
decaimento da pressdo assume carater mais lento, atingindo um platd em sua
porcao terminal. Esta fase de platd corresponde a pressao de retracdo elastica do
pulmédo (Pel). A diferenca de pressao (AP1) que caracteriza a queda rapida inicial,
representada pela diferenca entre a pressdo méxima inicial (Pmax) e o ponto a partir
do qual a queda se torna mais lenta (Pi), corresponde ao componente VisSCOSO
pulmonar. A segunda variacdo de pressao (AP2), representada pela queda lenta, do
Pi ao platd (Pel), reflete a pressédo dissipada para vencer 0s componentes
viscoelastico (“stress relaxation”) e/ou inomogéneo (“pendelluft”) do tecido pulmonar.
A soma de AP1 e AP2 fornece a variagao total de pressédo no pulméao (APtot) (Figura
8).

As elastancias estaticas (Est) e dinamica (Edyn) do pulméo podem, entdo, ser
obtidas dividindo-se Pel e Pi, respectivamente, pelo volume corrente. AE é a

diferenca entre Edyn e Est.
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Figura 8 — Método de Ocluséo ao Final da Inspiracdo. Registros dos
sinais de fluxo aéreo, volume (V) e pressao transpulmonar (PL) em
funcdo do tempo. Os pulmdes foram ventilados com volume
corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s. O platd foi alcancado
ap0s uma pausa inspiratoria de 5 s. Ap0s a oclusdo das vias
aéreas, ha uma queda rapida na PL (AP1) que corresponde a Pmax
— Pi, pressao dissipada para vencer o componente viscoso do
pulmédo, seguida por uma queda lenta (AP2), pressdo dissipada
para vencer oS componentes viscoelastico e/ou inomogéneo do
pulmdo, até um ponto de equilibrio elastico, representada pela
pressao de retracdo elastica pulmonar (Pel). A linha de base do
registro de pressédo corresponde a pressao positiva ao final da
expiracdo (PEEP) de 2 cmH,0O (neste animal).

60
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Para a realizacdo da oclusdo, o aparelho utiliza uma véalvula com tempo de
fechamento definido (10 ms). Como este fechamento ndo é absolutamente
instantaneo, o volume nunca cai a zero imediatamente apds a oclusao, propiciando,
assim, a existéncia de um pequeno fluxo durante os 10 ms em que se realiza a
oclusdo. Este fluxo serd responsavel pelo aumento do volume pulmonar e,
consequentemente, de Pi e Pel. Por isso, foi feita correcdo de acordo com Kochi e
colaboradores (Kochi e cols., 1988a).

As seguintes formulas foram utilizadas na analise da mecéanica pulmonar:

AP1 = Pmax — Pi
AP2 = Pi - Pel
APtot = AP1 + AP2
Est = Pel / V1

Edyn = Pi/ V7

AE = Edyn — Est

Onde:

AP1 = variacao de pressao dissipada para vencer o componente viscoso pulmonar
AP2 = variacdo de pressao dispendida para vencer o componente viscoelastico e/ou
inomogéneo pulmonar

Pmax = presséo pulmonar maxima atingida

Pi = presséo pulmonar no ponto de inflexao

Pel = presséo de retracao elastica pulmonar

Est = elastancia estatica do pulméo

Edyn = elastancia dinamica do pulméo
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AE = diferenca entre as elastancias dinamica e estéatica pulmonares
V1 = volume corrente

A resisténcia total do equipamento (Req), incluindo a cénula traqueal, foi
previamente aferida através da aplicacdo de fluxos de ar ao sistema, com
concomitante registro das variagcoes de presséo (AP). Uma vez que R = AP / V', a
resisténcia do equipamento corresponde ao coeficiente angular da curva APxV'. A
Req, constante até fluxos de 26 mL/s, foi de 0,8 cmH,O/mL/s A variacdo de pressao
determinada pelo equipamento (APeq = Req.V’) foi subtraida de APtot e AP1, de

forma que os resultados refletem propriedades mecanicas intrinsecas.

IV.4 - Remocao dos pulmdes e analise histopatoldgica:

Ao término do experimento injetou-se 1 mL de heparina na veia cava inferior e
apos 2 minutos os animais foram exanguinados por sec¢do da aorta abdominal e
veia cava inferior e a traquéia foi ocluida ao final da expiracdo com um fio de
algodao. A porcédo abdominal do eséfago foi identificada e isolada, sendo presa por
uma pinca hemostética. As estruturas do pescoco foram dissecadas com liberacéo
das vias aéreas. A pinca que prendia o esb6fago era suavemente tracionada para
cima, permitindo separa-lo das estruturas aderidas a parede toracica posterior. Com
todas as estruturas individualizadas, a traquéia foi seccionada acima do local ligado
pelo fio e, posteriormente, o eséfago foi separado do conjunto por leve tracéo.

Os pulmbes foram congelados por imersdo rapida em nitrogénio liquido,
(aproximadamente 3 min), retirados e mantidos em solucédo de Carnoy (etanol 60%,

cloroférmio 30% e acido acético 10%) a -70° C por 24 h. Apés esse periodo, 0
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material foi desidratado progressivamente através de imersdo em solu¢cdes com
concentracao crescente de etanol, como discriminado abaixo:

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

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

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

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

Depois da fixacdo, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes
histolégicos com 3 um de espessura.

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

A analise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (“point-couting”) (Gundersen e cols., 1988), utilizando-se uma
ocular acoplada ao microscépio, contendo um sistema de referéncia de 100 pontos e
50 linhas dispostos em paralelo (Figura 9). A fracdo de volume de areas de unidades
alveolares normais, colapsadas ou hiperdistendidas (maior que 120 pm) foi
determinada através da técnica convencional de contagem de pontos ("couting
point”) (Weibel, 1990), utilizando uma ocular acoplada ao microscépio contendo um
sistema de referéncia de 100 pontos e 50 linhas dispostos em paralelo (Figura 11).
Foram avaliados 10 campos ndo coincidentes escolhidos randomicamente, em um

aumento na ocular do microscopio optico de 400X. A soma dos pontos que caiam em
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area de alvéolo colapsado, normal ou hiperdistendido foi dividida pelo niamero total
de pontos em cada campo analisado.

As células polimorfonuclear e mononuclear e o tecido pulmonar foram
avaliados na ampliacdo 1000X. Os pontos que caem em ceélulas polimorfonuclear e
mononuclear foram contados e divididos pelo numero total dos pontos que caem na

area do tecido em cada campo microscopico.
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Figura 9 — Reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificacao

dos parametros morfométricos
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IV.5 — Aspectos éticos

Os animais receberam cuidados em concordancia com os “Principles of
Laboratory Animal Care”, formulados pela National Society for Medical Research
(Estados Unidos da Ameérica) 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 Comissdo de Avaliacdo do Uso de Animais em
Pesquisa (CAUAP) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

IV.6 - Analise estatistica

Os valores finais foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM).

Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov
(com correcéo de Lilliefors) para avaliar a normalidade de suas distribuicbes. A
seguir foi aplicado o teste da mediana de Levene para verificar a igualdade de
variancias. Se os dados satisfizessem ambos, eram aplicados testes paramétricos.
No caso de qualquer um deles ndo ser satisfeito, testes nao-paramétricos foram
empregados.

Os parametros mecanicos dos grupos foram comparados através da analise
de variancia (one-way ANOVA). Quando multiplas comparacfes foram necessarias,

o teste de Tukey foi aplicado.
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Os parametros de morfometria, e celularidade foram submetidos a
transformada arcoseno, para posteriormente serem comparados através do one-way
ANOVA (Zar, 1996), seguido de teste de Tukey quando multiplas comparacdes foram
necessarias

A relacdo entre parametros mecanicos e morfométricos foi avaliada pela
correlacdo de Spearman.

Em todos os testes, o nivel de significancia foi 5%.

A andlise estatistica foi realizada com o programa estatistico SigmaStat v 2.0

(Jandel Scientific, San Rafael, CA, EUA).
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V- RESULTADOS

V.1. Mecanica respiratoéria

As diferengas entre os parametros de mecanica respiratéria (Est, Edyn, AE,
AP1, AP2 e APtot) observadas entre os animais do grupo que recebeu salina i.t. e
o veiculo (DMSO-salina) i.p e dos grupos que receberam 10 ug LPS i.t. e foram
tratados com os diferentes farmacos ou com salina (i.p) uma hora ou seis horas
apo6s a inducao da lesdo, estdo também representadas nas figuras 10 ,11,12 e13.
Os animais do grupo L que receberam 10 ug de LPS apresentaram aumento
significativo dos componentes viscoelastico e elastico pulmonar em relagdo ao
grupo controle (C), confirmando a indugéo de lesdo pulmonar.

A talidomida e o sildenafil, administrados 1 h apdés a indugdo da lesao
pulmonar aguda independentemente ou combinados, apresentaram menor
potencial em reduzir a Est em relagéo ao grupo L (T = 3%, S =10%, e TS = 0%)
(Figura 10) e Edyn (T = 5%, S=10% e TS = 2%), do que o0 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 n&o apresentaram diferencgas
estatisticamente signicativas em relagdo aos camundongos do grupo L ao passo
que o tratamento com LASSBIi0596 fez retornar estas variaveis a valores nao

diferentes dos controles (C), como apresentado na Figura 10.
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Figura 10 — Elastancias do pulmé&o durante ventilagdo mecanica nos animais dos
grupos controle (C), LPS (L), e dos grupos talidomida (T), sildenafil (S), talidomida
associada ao sildenafil (TS) e LASSBIio596 (596) administrados 1 hora depois da
indugdo da lesdo. Est (cmH,O/mL): elastancia estatica do pulmado. Edyn
(cmH2O/mL): Elasténcia dindmica do pulmdo. AE (cmH,O/mL): Edyn - Est. Os
valores correspondem a média de 11 a 20 animais por grupo % erro padrao da

meédia. Letras diferentes representam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).

Nos animais tratados 1 h apds a lesdo, os paradmetros AE e AP2 tiveram
um comportamento semelhante entre si: os grupos T, S e TS apresentaram
valores intermediarios entre os dos grupos C e L. Em contraponto, o grupo 596 foi
0 Unico que nao se assemelhou estatisticamente ao grupo L. O componente

viscoso (AP1) foi similar nos 6 grupos (Figura 11).
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O comportamento dos grupos S e 596 foi similar ao controle em relagéo a

variagao da pressao total (APtot). (Figura 11).
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Figura 11 —Variagcbes de pressdes do pulmao durante ventilagdo mecanica
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 indugdo da lesdo. AP1(1) reflete a presséao
dissipada para vencer a resisténcia de vias aéreas centrais e 0 componente
viscoso de pulmdo, AP2(2) esta relacionada ao relaxamento da tensao (stress
relaxation) do tecido pulmonar e eventual desigualdades mecanicas no pulmao,
APtot reflete as modificagcbes nos componentes resistivos e viscoelasticos e/ou
inomogéneos pulmonares. APtot(tot)=AP1+ AP2 (cmH;0O). Os valores
correspondem a média de 11 a 20 animais por grupo = erro padrdo da média.

Letras diferentes representam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).

A talidomida e o sildenafil, administrados 6 h apdés a indugdo da lesao

pulmonar aguda independentemente ou combinados, apresentaram menor
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potencial em reduzir a Est em relagdo ao grupo L (T =S =14% , TS = 8%) e Edyn
(T=8S=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 nao apresentaram diferengas estatisticamente signicativas em relagao aos
camundos do grupo L ao passo que o tratamento com LASSBio596 fez retornar

estas variaveis a valores nao diferentes dos controles (C), como apresentado na
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Figura 12. Qualitativamente, os tempos 1 e 6 horas se comportaram de forma

similar.

Figura 12 —Variagbes de pressdes do pulmao durante ventilagdo mecénica
nos animais dos grupos controle (C), LPS (L), e dos grupos talidomida (T),
sildenafil (S), talidomida associada ao sildenafil (TS) e LASSBi0o596 (596)
administrados 6 horas depois da inducdo da lesédo.Est (cmH,O/mL): elastancia

estatica do pulmdo. Edyn (cmH,O/mL): Elastancia dindmica do pulmao. AE
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(cmH,O/mL): Edyn - Est. Os valores correspondem a média de 11 a 20 animais
por grupo = erro padrdo da média. Letras diferentes representam valores

estatisticamente diferentes (p<0,05).

Nos animais tratados 6 h apods a lesdo, AE e AP2 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 unico que nao se assemelhou
estatisticamente ao grupo L, assemelhou-se ao controle, mas também nao foi
diferente dos demais tratamentos . O componente viscoso (AP1) foi similar nos 6
grupos (Figura 13).

Em relacdo a variagdo da pressao total (APtot), 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 —Variagdes de pressdes do pulmdo durante ventilagdo mecanica
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 indugdao da lesdao. AP1(1) reflete a pressao
dissipada para vencer a resisténcia de vias aéreas centrais € 0 componente
viscoso de pulméo, AP2(2) esta relacionada ao relaxamento da tensao (stress
relaxation) do tecido pulmonar e eventual desigualdades mecanicas no pulmao,
APtot reflete as modificagcbes nos componentes resistivos e viscoelasticos e/ou
inomogéneos pulmonares. APtot(tot)=AP1+ AP2 (cmH;0O). Os valores
correspondem a média de 11 a 20 animais por grupo * erro padrdo da media.
Letras diferentes representam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).0s
valores de volume e fluvs.o utilizados durante o evs.perimento estdo mostrados no

anevs.o nao variaram significativamente nos grupos estudados.

V.2. ANALISE HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA

V.2.1. Andlise qualitativa

A presenga de espessamento de septo foi observada em todos os grupos
com lesdo pulmonar aguda apresentando-se menos acentuada no grupo 596
independente do momento da administracdo do farmaco. Nos animais com LPA
todos os grupos apresentaram maior percentual de colapso, bem como menor

percentual de areas normais do que o grupo controle (Figuras 14 e 15).
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Figura14: Fotomicrografias de parénquima 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 apos a instilagéo intratraqueal (i.t) Ampliagéo original: vs.400. Barras=100 pum.



74

Figura15: Fotomicrografias de parénquima 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 apo6s a instilagéo intratraqueal (i.t) Ampliagao original: vs.200. Barras=100 pm.
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V.2.2. Andlise quantitativa

Os valores obtidos na analise quantitativa dos grupos C, L, T, S, TS e 596
sao apresentados nas tabelas 8, 9, 10 e 11. Os valores representam a média de
10 Iaminas por grupo, com a observagao de 5 a 10 campos por lamina. Sendo as
tabelas 8 e 9 representativas da celularidade pulmonar e as tabelas 10 e 11
representativas da morfometria pulmonar.

No grupo que recebeu antinflamatérios 1 h apdés a indugcéo da lesao, a
quantificagdo dos campos analisados evidenciou aumento significativo de PMN
total para os grupos L, T, S, TS, 596 (Tabelas 6). O numero total de MN foi
significativamente menor nos grupos T e 596, quando comparados ao grupo L,
que nao diferiu de S e TS. Todos os tratamentos foram eficientes em reduzir a
quantidade de células PMN em relagdo a L, embora o farmaco 596 tenha
apresentado uma melhor performance.

O animais tratados 6 horas apds a inducdo da lesao apresentaram uma
reducéo significativa no numero de PMN em relagédo a L em todos os tratamentos,
com evs.cecao de TS. O grupo 596 foi diferente dos demais tratamentos e aquele
que mais se aprovs.imou dos animais controle. Em relacdo aos MN apenas os
tratamentos S e 596 mostraram-se significativamente diversos do grupo L. O

grupo 596 foi 0 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 apés a leséo.

C L T S TS 596

PMN 8740282 316+1,04° 24,0+1,13° 23,1+146° 26,2+1,19° 17,7+0,90°
0/o de

inibigdo 241 26,9 17,1 44,0
de PMN

MN  289+0,95% 17,8+1,27° 21,7¢0.51° 17,1+0,66° 16,840,82° 21,5+0,69°

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 LASSBIio596 (596) e percentual de inibicdo de
células polimorfonucleares (PMN) pelos farmacos no tempo 1 hora depois da
inducao da lesdo. Os valores correspondem a meédia de 5 a 10 campos por lamina
+ erro padrao (10 laminas 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 apés a leséo.

C L T S TS 596

PMN 10,840,657 38,1+0,79° 32,9+0,67° 24,6+1,08° 35,6+1,30°° 17,2+0,73°
% de

inibicdo de 13,6 35,4 6,6 54,9
PMN

MN 31,5+0,43* 7,8+0,47° 11,7+0,65° 21,0+1,69° 8,6+1,23° 27,1+1,08¢

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 LASSBIio596 (596) e percentual de inibicdo de
células polimorfonucleares (PMN) pelos farmacos no tempo 6 horas depois da
inducao da lesdo. Os valores correspondem a meédia de 5 a 10 campos por lamina
+ erro padrao (10 ladminas por grupo). Letras diferentes representam valores
estatisticamente diferentes (p<0,05).

Na analise morfométrica do parénquima pulmonar dos animais tratados em
1 hora, observou-se uma redug¢ao significativa na fragao de alvéolos normais nos
grupos que receberam 10 ug de LPS (i.t.) (Tabela 8). Nos animais tratados, houve
diferencgas significativas na seguinte ordem: TS < T = S < 596. Naturalmente a
quantidade de colapso mostrou-se a imagem especular desses achados. Nao

foram encontradas unidades alveolares hiperinsufladas.
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Tabela 8 — Morfometria do parénquima pulmonar uma hora apés a leséo.

C L T S TS 596
Normal
(%) 96,3+0,58° 47,3+1.19° 78,5+2,40° 79,7+1,39° 60,3+1.08° 88,9+0,94°
(%)
3,740,582 52,7+1,19° 21,5#2,40° 20,3+1,39° 39,7+1,08° 11,1+0,94°
Colapso
% de
reducao
59,2 61,5 24,7 78,9
de - -
Colapso

Fracdo de area 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 redugao de fracdo de area de
alvéolos colapsados pelos farmacos administrados 1 hora depois da indugcado da
lesdo. Os valores correspondem a média de 5 a 10 campos por lamina + erro
padrdo (10 ladminas por grupo). Letras diferentes representam valores

estatisticamente diferentes (p<0,05).

No grupo 6 horas (Tabela 9) observou-se uma redugao similar nos grupos
L, T, S e TS em relagdo ao controle. O grupo 596 mostrou uma percentagem de
alvéolos normais intermediaria entre aquelas de C e dos outros grupos. As areas
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 posicao intermediaria entre o grupo C e os demais grupos.
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Tabela 9 — Morfometria do parénquima pulmonar seis horas apos a lesao.

C L T S TS 596
Normal
(%) 95+0,41% 47,3+2.05° 552+385° 555+3.81° 575+411° 71,3+2,83°
Hiperin-

suflacdo 0 +0,00° 1,5¢0,60° 2,8+1,16°  3,1+1,87° 3,6+1,59° 0,940,382
(%)
Colapso
(%)
% de

redugao

540,412 512+1,79° 42+366° 414+255° 38,9+3.83° 27,8+3,60°

18,0 19,1 24,0 457
de - -

Colapso

Fracdo de area 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 LASSBIio596 (596) e percentual de redugao de
fracdo de area de alvéolos colapsados pelos farmacos administrados 6 horas
depois da inducao da lesdo. Os valores correspondem a média de 5 a 10 campos
por lamina + erro padrdo (10 laminas por grupo). Letras diferentes representam

valores estatisticamente diferentes (p<0,05).

V.3. CORRELACAO ENTRE ACHADOS MECANICOS E MORFOMETRICOS
Foi observada uma correlagao positiva, estatisticamente significativa, entre
todos os parametros de mecanica pulmonar obtidos nos animais com LPA

induzida por LPS e a fragcao de area de colapso alveolar, indicando que a melhora
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funcional provocada pelos farmacos se relacionou diretamente com a prevencao
do colapso alveolar e do recrutamento de células inflamatorias (PMN)
independente do momento da administragdo dos farmacos.

Tabela 10 :Correlagdo dos parametros da morfometria e celularidade com a

mecanica pulmonar Animais tratados 1 hora apds a inducao da lesao

Parametros Coeficiente de correlagao Valor de P
AEVS. C r=0,46 p < 0,001
ESTVS.C r=0,58 p < 0,001
AP2VS.C r=0,42 p < 0,001
AE VS. PMN r=0,47 p < 0,001
Est VS. PMN r=0,52 p < 0,001
AP2 VS. PMN r=0,47 p < 0,001

Variacao de elastancia (AE), fragdo de area de alvéolos normais e colapsados (C),
elastancia estatica do pulmdo (Est), AP2 (cmH;0): pressdes dissipadas para
vencer a viscoelasticidade/inomogeneidades pulmonares Percentual de células
polimorfonucleares (PMN). A correlagdo entre os parametros funcionais e

morfométricos foi determinada pelo teste de correlagcdo de Spearman
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Tabela 10 :Correlagao dos parametros da morfometria e celularidade com a

mecanica pulmonar Animais tratados 6 horas apos a inducao da lesao

Parametros Coeficiente de correlagao Valor de P
AEVS.C r=20,51 p < 0,001
ESTVS.C r=0,49 p < 0,001
AP2VS. C r=20,52 p < 0,001
AE VS. PMN r=0,48 p < 0,001
Est VS. PMN r=0,44 p < 0,001
AP2 VS. PMN r=0,50 p < 0,001

Variagao de elastancia (AE), fracdo de area de alvéolos normais e colapsados (C),
elastancia estatica do pulméo (Est), AP2 (cmH,0): pressdes dissipadas para
vencer a viscoelasticidade/inomogeneidades pulmonares Percentual de células
polimorfonucleares (PMN). A correlagdo entre os parametros funcionais e

morfométricos foi determinada pelo teste de correlagdo de Spearman
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O presente estudo € inédito pela comparagdo dos efeitos de conhecidos
agentes farmacoldgicos (talidomida e sildenafil) com um farmaco concebido
através da hibridacdo molecular destes (i.e.,LASSBio 596) sobre a funcéo
pulmonar, morfometria e recrutamento de células inflamatérias 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 0s
valores das varidveis mecanicas idénticos aqueles do grupo controle, e
apresentando menor colapso de espacos aéreos , com normalizagdo do numero
de polimorfonucleares (Rocco e cols., 2003). Nosso trabalho amplia esses
conhecimentos, estudando pela primeira vez os efeitos da talidomida e do
sildenafil (e sua aplicagéo conjunta) sobre a mecanica, celularidade e morfometria
pulmonares em camundongos portadores de LPA/SDRA. Além disso. aqueles
tratamentos foram comparados entre si e com o0 LASSBIio 596.

A comparacao entre os efeitos dos farmacos testados foi feita com base: 1)
na analise da mecanica respiratdria (pressoes elasticas, resistivas e viscoelasticas
e/ou inomogéneas pulmonares), 2) no estudo da morfometria pulmonar (fracédo de
area de alvéolos normais e colapsados) e 3) na quantificacdo da celularidade
pulmonar. Os farmacos testados nas doses do presente estudo demonstraram
efeito inibitério sobre o recrutamento de células PMN e colapso alveolar. Em
relagdo as disfuncdes da mecéanica pulmonar observadas no modelo murino de
LPA/SDRA, apenas o farmaco LASSBio 596 demonstrou ser significativamente
eficaz em reduzir as alteragbes funcionais independentemente do momento da

administragao (Figuras 10 e 11).
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VI.1 — Modelo

Na década passada, houve uma explosdo no entendimento da
fisiopatologia da LPA/SDRA. Todavia, a moderna farmacologia e a terapia
intensiva falharam em alterar o curso clinico dessa complexa condi¢do. O uso de
modelos animais possibilitou enormemente o entendimento da lesdo e possui
papel central no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

Existe uma enorme variedade de espécies animais disponiveis para a
pesquisa biologica, e uma parte importante da interpretacdo dos resultados é a
cuidadosa selecdo da espécie. Como regra geral, a espécie filogeneticamente
mais proxima a humana possui a melhor correlagdo clinica. Porém, algumas
espécies sao particularmente resistentes aos efeitos das endotoxinas, € nosso
experimento exigia um numero consideravel de animais. Por esse motivo,
escolhnemos camundongos, jA& que eles reproduzem as caracteristicas da
LPA/SDRA humana e ndo necessitam de um periodo muito longo de tempo para
se encontrarem em condi¢cdes de uso, apdés seu nascimento. Além disso, a
possibilidade de controlar as variaveis ambientais e patolégicas em animais de
experimentacéo justificou, no NOSSO experimento, a OPGao por pequenos animais.
As condicdes predisponentes associadas a LPA/SDRA podem ser agrupadas
naquelas que derivam de uma agressao direta ou indireta ao pulmao.

Varios modelos e substancias tém sido utilizados para um melhor
entendimento da patogénese da SDRA. Dentre eles, podemos citar aqueles

produzidos por acido 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 ligagao/perfuracao cecal (CLP) (Baker e cols.,
1983). Porém, modelos que utilizam endotoxinas sao utilizados com maior
freqUéncia porgque o sistema respiratorio estd continuamente exposto aos baixos
niveis de LPS presentes no ar, incluindo poeira organica (Rylander e cols.,1985),
poluicdo atmosférica (Kline e cols., 1999) e fumaca 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
concentracdes no tabaco dos cigarros (aproximadamente 0,2 ug de LPS/cigarro),
a fase particulada da fumaca do cigarro contém niveis suficientes de para
provocar bronquite cronica (Hasday e cols., 1999). Individuos que fumam varios
macos de cigarros por dia estdo expostos a mesma carga de LPS dos
trabalhadores de fabricas téxteis de algodéo (30 a 60 ug de LPS/dia), os quais sdo
susceptiveis a desenvolver bissinose. Experimentos envolvendo a inalacdo de
LPS nebulizado provocam um influxo de neutréfilos no espaco alveolar, obstrucéo
de via aérea, hiperresponsividade brénquica e extravasamento de proteinas no
tecido pulmonar. Por esse motivo, o estudo da endotoxemia provocada por LPS,
inalado ou injetado intravenosamente, é muito freqiente e de grande importancia.
A administracdo intravenosa de pequenas doses de endotoxinas em seres
humanos saudaveis é um modelo comumente utilizado para reproduzir as

alteragbes que ocorrem nas fases iniciais de uma sepse por gram-negativos. A
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resposta geralmente inclui febre, leucopenia seguida de leucocitose, ativacédo das
células fagociticas e endoteliais e liberagéo de citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8),
aumento do estimulo neuro-muscular respiratorio e dispnéia (Preas e cols., 2001;
Suffredini e cols., 1992).

Em modelos experimentais de SDRA, diferentes respostas pulmonares
surgem quando a lesdo é aplicada diretamente no alvéolo, como no caso de
instilacao 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 pulmdes sdo lesados
indiretamente por substancias toxicas injetadas intravenosa (Muller-Leise e cols.,
1993) ou intraperitonealmente (Seindenfeld e cols., 1986). Apds uma lesdo de
causa direta, a primeira estrutura comprometida é o epitélio pulmonar. A leséao
epitelial localiza as anormalidades no espaco intra-alveolar, com preenchimento
dos espacos aéreos com edema, fibrina, colageno, e agregados neutrofilicos, uma
descricdo caracteristica de “consolidacdo pulmonar” (Pelosi, 2000). A leséo
pulmonar decorrente de uma agressao indireta lesa principalmente o endotélio
vascular pulmonar, com conseguinte aumento da permeabilidade da barreira
endotelial, com ativacdo e recrutamento de varias células e mediadores
inflamataorios.

O componente LPS das bactérias gram negativas desempenha o principal
papel no disparo de processo inflamatorio resultando em LPA/SDRA. O LPS
produz um modelo bem caracterizado de LPA, mimetizando as alteracdes

morfologicas e funcionais observadas na situagao clinica secundaria a exposicao



87

natural ao LPS presente na atmosfera, constituindo um modelo de lesdo pulmonar
direta (Meyrick e cols. 1986, Gongalves de Moraes e cols.,1996). O pulmao
freqlentemente representa o primeiro O0rgdo a apresentar faléncia com
caracteristicas de LPA/SDRA: edema pulmonar n&o-cardiogénico em
consequéncia da lesdo do epitélio pulmonar e inflamacdo 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 farmacos sobre a inflamacéo
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 administracao de 10
ug de LPS (i.t) era capaz de comprometer a funcdo e a morfologia pulmonares,
modificar niveis de citocina (IL-6, interleuciana 6; KC,homélogo da funcdo da
interleucina 8 e IL-10, interleucina 10), provocar infiltragcdo neutrofilica no BALF,
aumentar o conteudo de fibras elasticas e colagenas nos septos alveolares e
induzir apoptose alveolar compativel com a fase inicial da LPA/SDRA. A analise
de todos esses parametros foi realizada 24 horas apos a inducao da leséo. A dose
de LPS de E.coli utilizada foi aquela capaz de produzir um aumento de 50% na

elastancia estéatica. Esse mesmo protocolo foi utilizado neste trabalho.

VI.2 — Farmacos

Durante a resposta imunoldgica normal, baixos niveis de TNF-o tém

um importante papel na defesa contra agentes infecciosos, lesdo tecidual e
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tumores. Por outro lado uma superproducdo de TNF-o pode induzir doengas
inflamatorias, auto-imunes e neoplasicas. O fato que a superproducdo de TNF-a
esta associada com uma vasta rede de condicbes patoldgicas tem induzido
esforgcos em encontrar vias para diminuir a sua producdo ou inibir seus efeitos.
Véarias drogas imunossupressoras sdo usadas para tal fim. Entretanto, como
cresceu bastante a compreensdo acerca dos mecanismos provavelmente
envolvidos com a producéo de TNF-a e sua acao nas células, surgiram estratégias
mais especificas. Como resultado, houve a criacdo de novos farmacos e a
modificacdo de farmacos ja existentes com o objetivo de diminuir a toxicidade, e
criar alternativas mais potentes e mais especificas (Kunkel e cols.,1996).

A talidomida é um farmaco usado para tratar diferentes doencas
inflamatorias sendo também um inibidor da expressdo de TNF-o. Em 1993
verificou-se que o mecanismo de inibicdo da inducdo de TNF-a por LPS
desempenhado pela talidomida relaciona-se ao aumento da degradacdo do RNAmM
de TNF-a. A talidomida demonstrou diminuir a meia-vida do TNF-a de forma dose-
dependente, sem afetar a sintese de proteinas totais ou a producdo de outras
citocinas, isto €, mantendo a imunidade intacta (Moreira e cols., 1993).
Macrofagos do BALF (bronchoalveolar lavage fluid) de pacientes com tuberculose
e outras doencas associadas com a ativacdo de macrofagos ao serem
estimulados por LPS em combinacdo com talidomida ou dexametasona
apresentam respostas similares em relacdo a habilidade de reduzir a producdo de
TNF-a independentemente da doenca de base (Tavares e cols.,1997). Em 2001,

foi documentada a capacidade da talidomida em bloquear a ativacdo de NF-xB por
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meio de um mecanismo envolvendo a inibicdo da atividade da quinase kB (Keifer
e cols., 2001). Levando em consideracao os seérios efeitos adversos relacionados
ao uso da talidomida, novas estratégias vém sendo desenvolvidas utilizando este
farmaco como um protétipo para o desenvolvimento de novos compostos com
uma melhor atividade seletiva anti-TNF-a, menor toxicidade e melhor
biodisponibilidade.

Os inibidores da familia de PDE podem ser uma opcéao terapéutica eficaz
na LPA/SDRA, como relatado em alguns estudos clinicos 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
antiinflamatdério relacionado quimicamente a pentoxifilina (Bursten e cols., 1998),
nao mostrou nenhum resultado positivo (Browner e cols., 2001). Rolipram, um
potente inibidor de PDE 4, inibiu eficazmente a LPA induzida pelo
lipopolissacaridio de E. coli (LPS), quando administrado antes ou depois do LPS
(Miotla e cols., 1998). Seu efeito protetor é associado com a reducdo da producao
de citocinas pré-inflamatérias (Sekut e cols., 1995; Teixeira e cols., 1997), a
inibicdo do acumulo dos neutréfilos nos pulmdes (Teixeira e cols., 1997), e a
atenuacao da ativagdo de polimorfonucleares (PMN) ap0s seu sequestro (Teixeira
e cols., 1997; Miotla e cols., 1998;).

O sildenafil, um inibidor seletivo de PDE 5, aumenta os niveis de GMPc e

promove a vasodilatacdo pulmonar seletiva (sem vasodilatagdo sistémica),
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reduzindo a resisténcia vascular pulmonar pressao capilar e, assim, possivelmente
promovendo a resolucdo do edema pulmonar e melhorando a troca gasosa
(Ichinosee cols., 2000). Demonstrou-se, em um modelo de transplante pulmonar,
qgue o sildenafil é capaz de estender o tempo de vida e prevenir a faléncia inicial
do enxerto, aumentando, portanto, a tolerancia a isquemia. Além disso, o edema
gerado apos a reperfusdo foi substancialmente diminuido (Korom e cols., 2006;
Schitte e cols., 2000). Além disso, o efeito do sildenafil foi estudado em dois
modelos de doenca das vias aéreas em cobaio. Essa foi a primeira demonstracéo
de efeitos antiinflamatorios do sildenafil.

O LASSBIo 596, projetado estruturalmente como hibrido de talidomida e
sildenafil, exibe um amplo perfil antiinflamatoério e imunomodulatério (Lima e cols.,
2002). A molécula deste novo analogo da talidomida ndo contém o anel
glutarimidio, responsavel pelos efeitos teratogénicos da talidomida, o que garante
a auséncia de quaisquer eventuais efeitos teratogénicos no uso de LASSBIio 596.
O mecanismo pelo qual 0 596 modula o processo inflamatério esté relacionado a
inibicdo 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-ciclico e
GMP-ciclico, respectivamente. A inibicdo de PDE aumenta os niveis intracelulares
do AMP-c e do GMP-c, conduzindo a inibicdo da fung&o de varios tipos de células
incluindo linfocitos, monécitos, macréfagos, neutrofilos, células endoteliais, e as
células epiteliais do pulmao (Teixeira e cols., 1997). O composto 596 apresenta
perfil antiinflamatério duplo, agindo sobre as isoenzimas de PDE e reduzindo os

niveis TNF-a.
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Varios compostos inibem, através da elevacdo do AMPc, a producéo de
TNF-o induzida por LPS por meio do aumento da producéo de IL-10 (Hasko e
cols, 1998; Marchant e cols.,1996), mas um estudo com rolipram comprovou a
inibicdo de TNF-a. na auséncia de aumento na concentracdo de IL-10 (Eigler e
cols.,1998). Em relacdo ao mecanismo de acdo, ndo esta ainda determinada a
extensdo dos efeitos benéficos do LASSBio 596 em relagcdo ao TNF-a: se
decorrem da supressao da producdo de TNF-a ou da supressdo da sinalizacéao
das citocinas ou por ambos 0s mecanismos.

Sé&o conhecidos os efeitos do 596 sobre a fungéo 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 visivel reducdo no
influxo de neutréfilos no fluido do lavado broncoalveolar (Lima e cols., 2002;
Légora e cols., 2005). Entretanto, como os compostos apresentam diferentes
pesos moleculares, a dose utilizada para cada farmaco foi calculada em relacdo
ao peso molecular de cada um, isto €, 0,025 umol/kg de peso corporal permitindo
estabelecer a poténcia comparativa entre os farmacos estudados e o LASSBIo

596.

VI.3 — Desenho experimental

Os camundongos utilizados neste estudo sofreram randomizacdo no
tocante ao efeito dos tratamentos, mas ndo em relacdo ao tempo de aplicacdo dos
bloqueadores das PDEs (1 ou 6 horas). Assim, ndo nos foi possivel comparar os

resultados dos diferentes tempos.
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VI.4 - Mecanica Pulmonar

Nesse estudo, medidas da fungcdo pulmonar foram usadas como
instrumentos para analisar o valor terapéutico dos farmacos (talidomida, sildenafil,
talidomida - sildenafil em associacdo e LASSBio 596). Mensurar parametros da
funcdo pulmonar em animais tdo pequenos quanto os camundongos representa
um desafio. Entretanto, estd comprovado que, com o0 equipamento adequado,
como foi o caso do presente estudo, as medidas séo fiéis e fornecem informacdes
importantes para a compreensdao dos mecanismos envolvidos nas doencas
pulmonares (Irvin e Bates, 2003).

Uma vez que os agentes farmacolégicos a serem testados atuam no
pulmdo, optamos pela retirada da caixa toracica antero-lateral, pois, assim, a
medida da pressdo na abertura das vias aéreas representa a pressao
transpulmonar, isto é, aquela utilizada para movimentar o pulméo, simplificando a
preparacdo. Ademais, evita-se o ruido mecanico introduzido nas medidas pelo
batimento cardiaco, levando a maior precisdo nos dados obtidos.

Em funcdo dessa retirada, para evitar o colapso das vias aéreas e manter a
capacidade residual funcional fisiologica o valor da PEEP a ser aplicado foi
medido em cada animal e, em média correspondeu a 2 cmH,0, como descrito em
roedores por Saldiva e colaboradores (1992).

Além disso, durante a anestesia, ha formacédo de areas de atelectasia com
consequente reducdo da capacidade residual funcional (CRF) (Powers e cols.,

1973; Hedenstierna, 1990). A aplicacdo de PEEP fisiolégica leva a pelo menos
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trés consequéncias fisiologicas individualizadas: manutencdo do nuamero de
alvéolos ventilados (ou seja, ndo diminui a CRF), queda do débito cardiaco e
redistribuicdo do fluxo sanguineo pulmonar (Powers e cols., 1973), sendo que 0s
dois ultimos sdo evitados pela remocao do plastrdo esternal, como no presente
estudo, pois ndo ha compressao da veia cava e nem da aorta.

A analise da mecéanica respiratoria através do método de oclusao ao final
da inspiracéo, com fluxo e volume constantes, permite o estudo das propriedades
elasticas, viscosas e viscoelasticas e/ou inomogéneas pulmonares (Bates e cols.,
1985, 1988; Saldiva e cols, 1992). Este método tem sido amplamente utilizado,
permitindo a avaliagcido da mecanica respiratéria em animais e seres humanos
anestesiados (Saldiva e cols.,, 1987; D’Angelo e cols., 1989, 1994), em
procedimentos cirargicos (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 situacoes
clinicas (Augusto e cols., 1995; Auler e cols., 1992; Martins e cols., 1988; 1990;
Moreira e cols., 1997; Sousa e cols., 1995). Por permitir a observacdo das
alteracbes em inumeros parametros: APtot, que reflete as modificacbes nos
componentes resistivos e viscoelasticos e/ou inomogéneos pulmonares, APl
reflete a pressao dissipada para vencer a resisténcia de vias aéreas centrais e 0
componente viscoso de pulmdo, AP2 esta relacionada ao relaxamento da tenséo
(stress relaxation) do tecido pulmonar e eventual desigualdades mecéanicas no
pulmédo (Bates e cols., 1988; D’Angelo e cols., 1989; Saldiva e cols., 1992). As

medidas da elastancia estatica pulmonar refletem melhor as propriedades
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elasticas, pois espelham as variacdes ocorridas somente na pressao elastica do
sistema respiratorio, enquanto a medida da elastancia dindmica abrange as
variacdes de pressfes elasticas, viscoelasticas e ndo homogéneas. Por esse
motivo medimos AE, que informa acerca dos componentes viscoelasticos e ndo
homogéneos.

Em nosso experimento 0 grupo que recebeu LPS, apresentou um
incremento do componente elastico do pulméao, refletido nas elastancias estatica
(Est,L), dinamica (Edyn,L) e a diferenca de elastancias (AE), como mostram as
Figuras 10 e 12 esses achados foram semelhantes aos de Menezes (2005) e
Santos (2006) confirmando a indugcdo da lesdo. Os farmacos, com exce¢do do
596, ndo foram capazes de reduzir a Est a valores significativamente diferentes do
grupo com LPA. Este mesmo comportamento foi observado em relacdo a AE.
Também ndo houve diferenca qualitativa entre os resultados de 1 e 6 horas As
alteracbes da mecéanica podem ser explicadas por nossos achados
histopatoldgicos como diminuicdo do percentual de tecido normal e presenca de
colapso alveolar, como detalhado adiante. Em concordancia com 0S nossos
resultados, Rocco em 2003 demonstrou uma reducao significativa da Est e AE ao
ser administrar LASSBIio 596 preventivamente (1 h antes) e 6 horas depois da
LPA. Além disso, ndo houve diferenca significativa da Est e AE entre o grupo C e o
grupo 596.

O componente viscoelastico (AP2) foi maior significativamente em relacéao
ao grupo controle nos grupos que receberam LPS, excetuando-se o grupo 596,

onde AP2 néo foi diferente do grupo C, equiparando-se aos achados de Rocco e
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colaboradores em 2003. Os farmacos sildenafil, talidomida e a associacdo de
ambos néo foram eficazes em reduzir o AP2 em relagéo ao grupo néo 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 AP2 levou a um aumento de APtot, que €
corroborado pelos dados da literatura (Broseghini e cols., 1988; Tantucci e cols.,
1992). Houve diferencgas significativas entre o grupo L os grupos tratados com 596
e S, quando administrados 6 h apds a inducdo da lesdo. Essa reducdo em APtot
em ambos os farmacos ndo foi significativamente diferente do grupo C. Esse
comportamento foi visto, também, por Rocco aos ser administrado 596 6 h apés a
lesdo. Em relacdo ao sildenafil, ha poucos relatos na literatura a respeito da sua
acao sobre a funcéo pulmonar. Os artigos existentes se referem a casos clinicos
em que pacientes portadores de DPOC (doenca pulmonar obstrutiva cronica)
foram submetidos a espirometria antes e depois da ingestdo do farmaco. Foram
demonstrados por Charan (2001) um aumento de 38% na capacidade residual
funcional (CRF) e um aumento de 24% no volume expiratorio forcado no primeiro
segundo (VEF1) ao realizar a espirometria em um paciente com DPOC
imediatamente antes e uma hora depois da ingestdo de 100 mg de sildenafil.
Guazzi e colaboradores (2004) avaliaram os efeitos do sildenafil sobre a eficiéncia
ventilatoria durante o exercicio em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica,
observando uma queda (9%) na relacdo V’E (volume expirado por minuto) / V'CO,

(volume de gas carbonico produzido por minuto) e um aumento da V'O, (volume
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de oxigénio consumido por minuto), 19,7%, concluindo que a administracdo de
sildenafil aumentou a eficiéncia ventilatoria.

O componente viscoso (AP1) foi similar nos 6 grupos em ambos 0s tempos
(Figuras 11 e 13). Alguns autores relatam ter encontrado uma diferenca
significativa em relacdo ao AP1 ao ser administrada a endotoxina (Rocco e cols.,
2003, Brandé&o e cols., 2006). Por outro lado, esse comportamento nao foi
evidenciado por Faffe e colaboradores (2000). Esses diferentes achados podem
ser devidos, talvez, a variabilidade natural existente entre ninhadas de animais
utilizadas nos trabalhos, aos diferentes lotes de endotoxina, ou a variagdes
sazonais.

Em relagéo a talidomida e seus efeitos sobre a mecénica pulmonar existe
apenas um relato na literatura (Forsyth e cols., 1996) de um caso clinico em que
um homem de 29 anos, submetido a transplante de medula, teve complicagbes no
pés-operatorio por complicacdo pulmonar crénica grave resultante de rejeicdo. O
uso da talidomida resultou em um aumento importante da sua fungao pulmonar, o
qual foi mantido mesmo apds sua retirada.

E importante ressaltar que as influéncias das variacdes de V e V' sobre os
parametros de mecanica foram evitadas em nossos experimentos com a utilizacao
e V e V' praticamente idénticos (Tabelas do apéndice), ndo contribuindo, assim,
para as diferencas encontradas nas resisténcias dos grupos. Tal assertiva €
sustentada por Kochi e colaboradores (1988a, 1988b) e Similowski e

colaboradores (1989), que relataram serem as resisténcias observadas durante a
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insuflacdo com fluxo constante, na realidade, dependentes de fluxo, volume e da

duragéo da inspiragéo.

VI.5 - Microscopia Optica

Quando os farmacos foram administrados mais precocemente (1 h apos a
inducdo lesédo) todos os tratamentos demonstraram-se capazes de reduzir
significativamente o colapso alveolar em relagcdo ao grupo néo tratado (Tabela 8),
sendo que no grupo 596 essa reducédo foi mais importante, mas nédo a ponto de
atingir valores semelhantes ao controle. Entretanto, LASSBio 596 foi o Unico a
apresentar uma reducdao significativa de AP2, Est, Edyn, AE em relacdo ao grupo L
e produzir valores semelhantes ao controle, sugerindo, portanto, apresentar uma
acao mais potente e importante do que os demais compostos estudados.

Quando os farmacos foram administrados mais tardiamente (6 h apés a
inducdo da lesdo) os tratamentos resultaram em maior percentual de colapso
alveolar, inclusive no grupo 596 (Tabela 9). Este achado poderia ser explicado
pelo maior tempo de exposicdo ao LPS, resultando de forma mais importante a
lesdo da superficie epitelial, o0 aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-
capilar, maior tempo de atuacdo das citocinas alterando as propriedades biofisicas
do surfactante gerando maior inativacdo do surfactante pulmonar com
subsequente formacdo de edema alveolar, causando perda da complacéncia
pulmonar (Piantadosi e cols., 2004). O comportamento distinto do LASSBio 596
pode ser provavelmente explicado pelo seu triplo efeito antiinflamatério. O

comportamento mecanico dentre os tratamentos foi idéntico aquele de 1 h.
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O fato de que o LASBBIo 596 nao ter sido suficientemente eficiente para
reduzir o colapso a valores similares ao do grupo C provavelmente decorre de
efeitos ligados a dose utilizada, a necessidade de repeticdo de aplicagdo do
farmaco, ou ao tempo de atuacdo do farmaco. Este resultado estd em
concordancia com os dados publicados por Rocco e colaboradores em 2003, que
demonstram uma reducao do colapso alveolar quando o 596 foi administrado 1 h
antes ou 6 h depois do LPS. Além disso, os grupos 596 sdo significativamente
diferentes, a administracdo 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 elastancia, pois é necesséaria maior pressdo para a manutencao de um
mesmo volume corrente. Além do mais, nos casos em que ha aumento das
desigualdades de constantes de tempo, o “pendelluft” pode exercer uma influéncia
maior na dissipacdo da pressdo no componente viscoeldstico do pulmdo. Essa
correlacdo entre colapso alveolar e alteragbes dos parametros viscoelasticos, foi
bem definida por Bates e cols. (1988), ao realizar a medida da presséo alveolar
em cdes com térax aberto, bem como em outros modelos experimentais (Faffe,
2000).

N&o 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 conseqliente espessamento do intersticio alveolar
(Tabela 6 e 7, Figura 14 e 15), também pode ter ocasionado aumento significativo

nos valores de AP2, AE e Est, auxiliando a explicar, juntamente com o colapso
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acima discutido, as associagbes encontradas neste estudo. Os PMNs na
LPA/SDRA iniciam uma série de eventos como a degranulacdo de proteases,
liberacdo de espécies reativas de oxigénio, alteracdes na expressdo de moléculas
de adesédo bem como alteragdes do citoesqueleto, que culminam com a lesao do
parénquima pulmonar, contrastando com sua atuagdo protetora em outras
afeccdes, como em uma pneumonia ndo complicada (Chollet-Martin, 2000).

Todos os tratamentos foram eficientes em reduzir a quantidade de PMN em
relacdo ao grupo L, embora o farmaco 596 tenha apresentado uma melhor
resposta independentemente do momento da administracdo (1 ou 6 horas). A
quantidade de PMN e a celularidade total foi maior quando os tratamentos foram
administrados mais tardiamente, em concordancia com os achados de Asti e
colaboradores (2000) e a luz das razfes ja apresentadas acima.

As alteracbes da mecanica respiratéria e da histologia pulmonar,
observadas em 24 h j4 estavam presentes antes, 6 h ap0s a inducdo da LPA,
embora menos intensas (Asti e cols., 2000). Estes autores observaram uma
intensa marginalizacdo de células polimorfonucleares no parénquima pulmonar e
no BALF com a mesma dose de LPS (10 ng) intratraqueal utilizada no presente
estudo. Eles demonstraram um aumento significativo na atividade da
mieloperoxidase em 4 h (131% de aumento em relacdo ao controle) e 6 h (147%
de aumento em relacdo ao controle), refletindo-se em acumulo de PMNs nos
pulmdes. 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 platé entre 12 (13,2

+1,8) e 24 h (13,4+ 1,85). Com base nestes achados resolvemos administrar as
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farmacos quando a disfuncdo pulmonar j& estava presente e ap0s a cascata
inflamatoria ter sido iniciada.

A observagcdo dos dados numéricos da mecanica e, principalmente, dos
indices de significancia da celularidade demonstram melhor resposta terapéutica
ao sildenafil comparado a talidomida em alguns dos parametros medidos. Esse
comportamento pode ser explicado pelo duplo mecanismo de acdo do sildenafil:
(1) relaxamento do musculo liso, gerando uma vasodilatagdo (2) antiinflamatério,
descrito pela primeira vez por Toward e colaboradores (2004). Esses autores, em
um estudo avaliando o efeito do sildenafil (iPDE5) em modelo animal de doenca
de via aérea, cuja sensibilizacao foi feita com por LPS (30 pg/ml), sugeriram que o
farmaco atenuaria a hiperreatividade brénquica e a inflamacéo, vista através de
reducao significativa (65%) de neutréfilos no BALF. Corroborando os achados de
Toward e colaboradores, também verificamos uma reducdo no recrutamento de
células inflamatorias ao ser administrado sildenafil em ambos os tempos.

Os efeitos da talidomida sobre a quimiotaxia de leucdcitos PMN vém sendo
descrito em artigos desde 1980. Faure e colaboradores (1980), em um estudo in
vitro, descreveram que a pré-incubagdo de PMNs com talidomida causa uma
marcante inibicAo dose-dependente da quimiotaxia. Mais tarde, Barnhill e
colaboradores (1984) observaram in vitro que a talidomida (10 pg/ml) reduz
significativamente a fagocitose de esferas de latex pelos leucdcitos e células PMN
apoés uma hora de incubagdo. Chien-Sheng Chen (2004) verificou que
administracao de Talidomida 2h antes da injecdo de LPS reduziu a permeabilidade

microvascular pulmonar e a concentracdo de proteinas no BALF. Também em
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2004, Tadesse e colaboradores demonstraram que a talidomida, assim como
varias outras drogas, era capaz de estabilizar a membrana dos neutréfilos PMN,
reduzindo, portanto, a producédo de radicais livres, além de reduzir o recrutamento
de células, exibindo seu efeito antiinflamatdrio sobre elas.

Certamente, os diversos efeitos antiinflamatérios resultantes da inibicdo 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-a (Lima e cols., 2002) contribuiram para os resultados favoraveis do
LASSBIio 596 observados no presente estudo.

Por fim, também foi verificado no presente estudo que a andlise
morfométrica/morfolégica identifica alteragcdes em situacdes ndo detectadas pela
analise mecanica, como ja descrito anteriormente (Rocco e cols., 2003; Campos e
cols., 2006), provavelmente por razbes de grau de sensibilidade dos métodos.
Assim, justifica-se a normalizacdo da mecanica pulmonar apos o uso do LASSBio
596, enquanto a celularidade e o grau de colapso de espacos aéreos, embora
tendendo a normalidade, ainda se mostrassem elevados. O mesmo raciocinio se
aplica aos demais tratamentos testados.

Apesar do modelo experimental empregado neste estudo refletir muitas das
alteracbes observadas em pacientes com LPA/SDRA, os resultados aqui
apresentados ndo devem ser extrapolados diretamente para seres humanos. Os
efeitos benéficos dos farmacos aqui estudados sugerem que eles possam se
tornar ferramentas importantes do arsenal terapéutico contra a LPA/SDRA,

respeitadas as caracteristicas farmacologicas dos mesmos.
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VIl — CONCLUSOES

O tratamento com 596 foi o Unico capaz de reverter as alteracdes

funcionais induzidas pelo LPS

Todos os tratamentos, aplicados 1 h apdés a inducdo da lesdo,
resultaram em menor grau de colapso alveolar provocado pelo LPS, mas

0 596 foi mais eficaz

Com o tratamento instituido passadas 6 h da agresséao, s6 o 596 foi

capaz de prevenir o colapso

Todos os tratamentos resultaram em menor inflamagéo pulmonar do que
0 grupo nao tratado. O LASSBIio 596 apresentou o melhor desempenho,

independentemente do momento da administracao.

O LASSBiIo 596 é mais eficaz no tratamento da LPA induzida por LPS do

gue seus precursores, isoladamente ou associados.

A hibridacdo molecular de talidomida e sildenafil e as modificacdes na
sua composicdo parecem ter propiciado maior potencial terapéutico 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 mecanica pulmonar em um modelo de lesdo pulmonar
aguda/sindrome do desconforto respiratorio agudo provocado pela instilacdo
intratraqueal de lipopolissacarideo de E. coli. Além disso, avaliou-se a microscopia
Optica do parénquima pulmonar, visando dar suporte anatdmico para os achados

funcionais.

Pretendemos, doravante, quantificar o contetdo de fibras coldgenas no
parénquima pulmonar, avaliar se o 596 apresenta um efeito colateral comum aos
inibidores de fosfodiesterase: a émese e verificar, através de necrépsia, se 0s

farmacos gerarédo efeito colateral em algum outro érgao.

Para a melhor compreensdo dos efeitos e magnitude dos diferentes
farmacos, alguns pontos ainda devem ser investigados, tais como: Qual a
repercussao dos diferentes inibidores de fosfodiesterase em um modelo de LPA
de origem indireta? Se a melhora funcional gerada pelos farmacos é mantida ap6s

um tempo mais prolongado?
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X. Apéndice
X.1. Mecanica respiratoria

Os valores de volume e fluxo utilizados durante o experimento estdo
mostrados nas tabelas 6 e 7 e ndo variaram significativamente nos grupos
estudados.

Tabela 1 — Fluxo aéreo, volume corrente, variagcbes de pressdes e
elastancias do pulméo durante ventilagdo mecéanica nos animais dos grupos
controle (C), LPS (L), e dos grupos talidomida (T), sildenafil (S), talidomida
associada ao sildenafil (TS) e LASSBIi0596 (596) administrados 1 hora depois da

inducéo da lesao.

Variaveis C L T S TS 596

Fluxo 1,00+0,00* 1,00+0,00* 1,00+0,00*  1,00+0,00* 1,00+0,00° 1,00+0,00 *

Volume 0,20+0,00* 0,20+0,00% 0,20+0,00%  0,20+0,00*  0,20+0,00% 0,20+0,00 ?

APtot 1,370,042 1,62+0,06° 1,66+0,05°° 1,58+0,05*"¢ 1,73+0,06 >¢ 1,47+0,03 3¢

AP1  0,50+0,03% 0,53+0,06 * 0,65+0,04% 0,63+0,03% 0,68+0,04% 0,60+0,02°

AP2  0,87+0,052 1,09+0,04° 1,01+0,02*>¢ 0,95+0,03 *>¢ 1,05+0,04° 0,87+0,032°¢

Est 28940,83% 3281+151° 31,76+112% 29,48+1,68>  3223+146"  26,36+089%°

Edyn  2729+1,00% 3829+151° 3685+1,19°%¢ 3432+183"¢  3756+161™  3083+094%

AE 4,40+0,24 @ 548+0,23"° 5,09+0,122"¢ 4,84+0,18 ¢ 533+0,20 P° 4,47+0,14 3¢

Fluxo (mL/s) e Volume (mL). AP1, AP2 (cmH,0): pressdes dissipadas para
vencer 0 componente viscoso e a viscoelasticidade/inomogeneidades pulmonares,
respectivamente. APtot=AP1+ AP2 (cmH,0). Est (cmH,O/mL): elastancia estéatica

do pulmédo. Edyn (cmH,O/mL): Elastancia dinamica do pulmao. AE (cmH,O/mL):
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Edyn - Est. Os valores correspondem a média de 11 a 20 animais por grupo + erro
padrdo da média. Letras diferentes representam valores estatisticamente
diferentes (p<0,05).

Tabela 2 — Fluxo aéreo, volume corrente, variagbes de pressdes e elastancias do
pulmé&o durante ventilagdo mecanica nos animais dos grupos controle (C), LPS
(L), e dos grupos talidomida (T), sildenafil (S), talidomida associada ao sildenafil

(TS) e LASSBI0596 (596) administrados 6 horas depois da inducéo da leséo.

Variaveis C L T S TS 596

Fluxo 1,00+0,00?% 1,00+0,00% 1,00+0,00% 1,00+0,00% 1,00+0,00% 1,00+0,00?

Volume 0,20+0,00* 0,20+0,00* 0,20+0,00% 0,20+0,00% 0,20+0,00* 0,20+0,00 *

APtot  1,27+0,05% 1,90+0,08"° 1,71+0,08"°¢ 1,57+0,09%° 1,70+0,07 ™ 1,48+0,06 ¢

AP1 0,38+0,06 * 0,53+0,03% 0,52+0,03*% 0,43+0,05% 0,47+0,03%* 0,39+0,03 ¢

AP2  0,89+0,042 1,37+0,07° 1,19+0,07 ®°¢ 1,13+0,07*>¢ 1,23+0,06 ®¢ 1,09+0,05 ¢

Est 21240842 3475+138° 2076£201% 29,70+1,64°¢ 3197+199°°¢  2613+124%

Edyn  2661+100% 4156+152° 35764225  3544+197™ 382312224  3167+143%

AE 4,49+0,21 2 6,81+0,32° 6,00+0,34% 5,74+0,35 %> 6,26+0,32 "¢ 553+0,26 ¢

Fluxo (mL/s) e Volume (mL). AP1, AP2 (cmH,0): pressdes dissipadas para
vencer o componente viscoso e a viscoelasticidade/inomogeneidades pulmonares,
respectivamente. APtot=AP1+ AP2 (cmH,0). Est (cmH,O/mL): elastancia estatica
do pulmé&o. Edyn (cmH,O/mL): Elastancia dinamica do pulméo. AE (cmH,O/mL):

Edyn - Est. Os valores correspondem a média de 11 a 20 animais por grupo + erro
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padrdo da média. Letras diferentes representam valores estatisticamente

diferentes (p<0,05).
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