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RESUMO 

SANTOS, Flavia Brandão dos. Análise temporal do remodelamento do 
parênquima pulmonar na lesão pulmonar aguda de origem direta e indireta. 
Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de 
Janeiro � UFRJ. 
 
 
Esse estudo avaliou a evolução temporal do remodelamento do parêquima pulmonar 
em um modelo murino de Lesão Pulmonar Aguda (LPA) pulmonar (p) e extra-pulmonar 
(exp) com alterações funcionais semelhantes. Para tal, mecânica respiratória (pressões 
resistiva, viscoelástica e elastância pulmonar), histologia (microscopia óptica e 
eletrônica), conteúdo de fibras colágenas e elásticas no septo alveolar e a expressão de 
metaloproteinases (MMP-9) foram avaliados 24 horas, 1, 3 e 8 semanas após a indução 
da lesão. Nos grupos Cp e Cexp salina (0,9% NaCl) foi instilada intra-traquealmente (i.t., 
0,05 ml) e injetada intra-peritonealmente (i.p. 0,5 ml). Nos grupos ALIp e ALIexp os 
camundongos receberam lipopolissacarídeo de Escherichia coli (10 µg, i.t. e 125 µg i.p., 
respectivamente). Todos os parâmetros mecânicos e morfométricos, assim como o 
conteúdo de fibras colágenas tipo III aumentaram similarmente em 24h nos grupos ALIp 
e ALIexp. Em ALIexp, todos os parâmetros mecânicos e histológicos retornaram a 
valores semelhantes aos do grupo controle (Cexp) em uma semana. Entretanto, em 
ALIp os valores de elastância estática permaneceram aumentados até a terceira 
semana de lesão; enquanto os valores de pressões resistiva e viscoelástica 
pulmonares, bem como conteúdo de fibras colágenas tipo III e fibras elásticas 
mantiveram-se elevados até a oitava semana de lesão.  ALIp evidenciou maior 
expressão de MMP-9 por células (macrófagos e neutrófilos) quando comparado a 
ALIexp. 
 Concluindo, a lesão pulmonar de etiologia direta ao parênquima pulmonar 
apresentou fibroelastogênese, enquanto a lesão pulmonar de origem extrapulmonar 
desenvolveu apenas fibrose apresentando reparo precoce durante o curso da lesão. 
Dessa forma, alterações funcionais e morfológicas precoces não predizem o 
comportamento do remodelamento do parênquima pulmonar. 
 

Palavras-chave: Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo; Mecânica Pulmonar; 

Elastância; Remodelamento Parênquima Pulmonar; Matriz Extracelular; Camundongo. 
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ABSTRACT 

SANTOS, Flavia Brandão dos. Time course of parenchyma remodeling in 
pulmonary and extrapumlonary acute lung injury induced by Escherichia coli 
lipopolysaccharide. Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro � UFRJ. 
 
The aim of this study was to analyze the time course of lung parenchyma remodeling 
in a murine model of pulmonary (p) and extra-pulmonary (exp) acute lung injury (ALI) 
with similar functional changes. For this purpose, lung mechanical parameters (lung 
resistive and viscoelastic pressures, and static elastance), histology (light and 
electron microscopy), the amount of elastic and collagen fibers in the alveolar septa, 
and the expression of matrix metalloproteinase (MMP-9) were analyzed 24 hours, 1, 
3, and 8 weeks after the induction of lung injury. In Cp and Cexp groups, saline was 
intratracheally (i.t., 0.05 ml) instilled and intraperitoneally (i.p., 0.5 ml) injected. In 
ALIp and ALIexp groups, mice received E. coli lipopolysaccharide (10 µg, i.t. and 
125 µg, i.p., respectively). All mechanical and morphometrical parameters, as well as 
type III collagen fiber content increased similarly at 24 h in ALIp and ALIexp groups. 
In ALIexp, all mechanical and histological data returned to control values at 1 week. 
However, in ALIp static elastance returned to control values at 3 weeks, while 
resistive and viscoelastic pressures, as well as type III collagen fibers and elastin 
remained elevated until the 8th week. ALIp showed more cells (macrophages and 
neutrophils) expressing MMP-9 than ALIexp. In conclusion, pulmonary ALI showed 
persistent fibroelastogenesis, while mice with extrapulmonary ALI developed only 
fibrosis that was repaired early in the course of lung injury. In addition, early 
functional and morphological changes did not predict the behavior of lung 
parenchyma remodeling.  

 

Keywords: Acute Respiratory Distress Syndrome; Lung Mechanics; Elastance; Lung 

Parenchyma Remodeling; Extracelullar Matrix; Mice. 
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1 � INTRODUÇÃO 

 

1.1 Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo Pulmonar e Extra-pulmonar � 

Diferentes Síndromes? 

A Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA) é a forma mais grave de lesão 

pulmonar aguda, constituindo um sério problema mundial em medicina intensiva, afetando tanto 

pacientes clínicos quanto cirúrgicos. É uma doença de etiologia multifatorial, causada por uma 

agressão direta ou indireta ao pulmão (Ware & Matthay, 2000; Ware,  2005; Wheeler & Bernard 

2007). 

Sua primeira descrição clínica foi realizada por Ashbaugh e colaboradores (Ashbaugh e cols., 

1967) ao identificarem pacientes ventilados mecanicamente que evoluíam com dispnéia grave, 

taquipnéia, cianose refratária à oxigenoterapia, diminuição da complacência pulmonar e 

evidência de infiltrados difusos na radiografia de tórax. 

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

a fim de corrigir possíveis falhas na definição inicial e, desta forma, criar critérios mais 

específicos para identificar pacientes com SDRA (Murray e cols., 1988). 

O consenso aceito atualmente (Bernard e cols., 1994), estabelecido em uma Conferência entre 

as Sociedades Americana e Européia de Terapia Intensiva, define a SDRA como um processo 

inflamatório associado ao aumento da permeabilidade da membrana alvéolo-capilar, resultando 

na formação de edema pulmonar não decorrente da elevação da pressão hidrostática (pressão 

capilar pulmonar ≤ 18 mmHg ou ausência clínica de hipertensão atrial esquerda). Essas 

alterações resultam na diminuição da complacência estática do sistema respiratório e aumento 

do shunt pulmonar, caracterizado pela existência de regiões pulmonares perfundidas, mas não 

ventiladas, o que explica a persistência da hipoxemia, mesmo após a instituição da 

oxigenoterapia. Clinicamente, ocorrerá dispnéia de início súbito acompanhada de infiltrado 

difuso à radiografia de tórax e hipoxemia grave à gasometria arterial. Define-se, então, Lesão 

Pulmonar Aguda (LPA) quando a relação entre a pressão parcial arterial de oxigênio (PaO2) e a 
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fração inspirada de oxigênio (FiO2) � PaO2/FiO2 � for menor ou igual a 300, e SDRA quando 

menor ou igual a 200. A atual definição do consenso Norte-Americano e Europeu sofre algumas 

críticas, apontando para a necessidade da aplicação de alguns métodos adicionais para a 

classificação dos pacientes com LPA, como a medida da complacência pulmonar (Matthay, 

1999) (Tabela 1). 

Tabela 1 � Critérios clínicos para definição de LPA e SDRA: 

 Instalação Oxigenação RX Tórax 
Pressão capilar 

pulmonar 

LPA Aguda PaO2/FiO2 < 300 Infiltrados bilaterais < 18 mmHg 

SDRA Aguda PaO2/FiO2 < 200 Infiltrados bilaterais < 18 mmHg 

LPA: lesão pulmonar aguda. SDRA: Síndrome do desconforto respiratório agudo. PaO2: pressão parcial de 

oxigênio. FiO2: Fração inspirada de oxigênio.  

 

Os fatores de risco para SDRA foram estudados por vários autores (Fowler e cols., 1983), 

sendo, então, separados pelo consenso de 1994 (Bernard e cols., 1994) em dois grupos: lesão 

inicial direta ou pulmonar ou primária, com comprometimento primário da integridade do epitélio 

das vias respiratórias, e indireta ou extrapulmonar ou secundária, quando o endotélio vascular é 

o sítio inicial de lesão. Pneumonias, aspiração de conteúdo gástrico, contusão pulmonar, 

embolia gordurosa, afogamento e inalação de gases tóxicos constituem os principais fatores de 

risco para LPA direta. Entre as causas indiretas, destacam-se: sepse, trauma grave não 

torácico e pancreatite aguda (Kollef e cols., 1995). Atualmente, adota-se a distinção entre 

SDRA pulmonar e SDRA extra-pulmonar, entendendo-se que estas constituem síndromes 

distintas, que, por conseqüência, são passíveis de diferentes formas de intervenção terapêutica 

(Gattinoni e cols., 1998; Pelosi e cols., 1999b; Callister e cols., 2002; Pelosi e cols., 2003; Rocco 

& Zin., 2005; Verbrugge e cols., 2007; Matthay & Calfee; 2007; Lu & Chiang, 2007) (Tabela 2). 
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Tabela 2 � Estratificação da SDRA: 

SDRA Pulmonar SDRA Extra-Pulmonar 

Causas mais comuns 

Pneumonias Choque séptico 

Aspiração de conteúdo gástrico 

Traumas não torácicos graves, 

associados a choque e tranfusões 

múltiplas 

Causas menos comuns 

Trauma torácico grave (contusão 

pulmonar) 
Bypass cardiopulmonar 

Embolia gordurosa Overdose por drogas 

Quase-afogamento Pancreatite aguda 

Inalação de gases tóxicos Coagulação intravascular disseminada 

Edema pulmonar após reperfusão  

Adaptado de Bernard e cols., 1994. 

 

1.2 Patogênese da Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo de origem direta e 

indireta: 

As alterações patológicas pulmonares da SDRA são denominadas, em conjunto, como dano 

alveolar difuso (DAD), manifestado por lesão aguda e difusa nos revestimentos endoteliais e 

epiteliais das unidades respiratórias terminais e aumento da permeabilidade da membrana 

alvéolo-capilar, com extravasamento de plasma para o interior do alvéolo e subseqüente 

formação de edema pulmonar não decorrente da elevação da pressão hidrostática vascular 

(McIntyre e cols., 2000). 

Após a agressão inicial direta ao epitélio alveolar ocorre a ativação de macrófagos alveolares e 

uma cascata inflamatória determina o início do processo de lesão pulmonar (Wiener-Krnonish e 

cols., 1991; Ware & Matthay, 2000). A lesão ao epitélio pulmonar promove um extravasamento 

de fluido rico em proteínas para o espaço alveolar, levando à destruição dos pneumócitos tipo II 
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(PII), conseqüentemente reduzindo a formação e o turnover do surfactante pulmonar. 

Finalmente, observamos a formação de um parênquima pulmonar desorganizado, podendo 

evoluir para fibrose pulmonar (Bitterman, 1992).  

Em uma tentativa de reparo pulmonar, os pneumócitos tipo II se multiplicam ao longo do septo 

alveolar para cobrir áreas previamente desnudas da membrana basal. Fibroblastos e 

miofibroblastos proliferam na parede alveolar, migram através dos hiatos da membrana e 

convertem o exsudato intra-alveolar em um tecido de granulação. Posteriormente, há deposição 

de colágeno, surgindo um tecido fibroso e denso, que ocasiona espessamento do septo 

alveolar. Há proliferação gradual de tecido intersticial com a evolução temporal da SDRA 

(Tomashefski, 2000; Wallace & Donnelly, 2002). Além disso, foram detectadas algumas fibras 

de colágeno recém-formadas nos espaços alveolares associadas com miofibroblastos (Fukuda 

e cols., 1987). Na imagem radiológica da tomografia computadorizada observa-se 

preenchimento alveolar, consolidação e atelectasias, que ocorrem predominantemente em 

zonas pulmonares dependentes (Gattinoni e cols., 1994; Piantadosi, 2004). 

Vários estudos sugerem que vias regulatórias importantes na morfogênese e desenvolvimento 

pulmonar regulam, em parte, os mecanismos de resolução e reparo da lesão pulmonar em 

adultos (Chilosi e cols., 2003; Willis e cols., 2005; Douglas e cols., 2006). A alteração na 

regulação dessas vias pode resultar em amplificação da lesão inicial e reparo desordenado, 

com ocorrência de fibrose (Douglas e cols., 2006). Muitos pacientes podem ter a SDRA 

resolvida nesse estágio, porém, alguns evoluem para a fase fibrótica (Homma e cols., 1992; 

Fein & Calalang-Collucci, 2000). 

A organização do exsudato e o colapso alveolar são os principais mecanismos responsáveis 

pelo remodelamento da arquitetura alveolar e desenvolvimento de fibrose após LPA (Meduri e 

cols., 1991; Bellingan, 2002). 

O processo fibrótico parece resultar de interação complexa entre fibroblastos e macrófagos. Os 

fibroblastos migram para áreas de lesão e são estimulados a secretar colágeno e outras 

proteínas da matriz extracelular. Estas células liberam, também, diversas proteases capazes de 
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degradar tais proteínas, remodelando o tecido. O estímulo ativador do fibroblasto para 

remodelar o pulmão inclui: componentes do sangue, como a fibrina, produtos de degradação da 

matriz e mediadores como fator transformador de crescimento β (TGF-β), liberados por 

macrófagos e células do parênquima pulmonar (Ward e cols., 1998). 

A fibrose intra-alveolar faz-se mais importante do que a fibrose intersticial no remodelamento da 

estrutura pulmonar, pois resulta em obliteração alveolar, coalescência das paredes alveolares e 

perda das unidades alvéolo-capilares funcionais (Fukuda e cols., 1987). 

A figura 1 resume o mecanismo de lesão presente no estágio inicial da SDRA. Quando a 

agressão inicial se dá indiretamente ao epitélio alveolar, mediadores liberados na circulação 

pelo foco extrapulmonar geram as lesões pulmonares. As células endoteliais pulmonares são 

atingidas via circulação sistêmica e novamente se ativa uma cascata inflamatória, resultando 

em aumento da permeabilidade da barreira endotelial e recrutamento de células inflamatórias 

(Pelosi, 2000). Assim, o mecanismo fisiopatológico principal envolvido na etiologia indireta da 

LPA resulta em congestão microvascular e o edema intersticial, podendo levar ao 

extravasamento de líquido para o espaço alveolar (Ware & Matthay, 2000). 
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Figura 1: Representação da fase aguda da Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo. PI, pneumócito 

I; PII, pneumócito II; IL, interleucina; TNF, fator de necrose tumoral (Adaptado de Souza e cols., 2003). 

 

1.3 Organização da matriz extracelular e remodelamento do tecido pulmonar na SDRA 

 No pulmão normal, as proteínas da matriz extracelular (MEC) são secretadas localmente 

por células da própria matriz, de modo mais evidente pelo fibroblasto, e organizadas em uma 

rede nos espaços que circundam as células. Entretanto, a MEC ocupa um volume significativo 

no tecido e não representa um material inerte, que somente proporciona suporte estrutural; pelo 

contrário, possui informações que orientam migração, ligação, diferenciação e organização das 

células, modulando, assim, uma série de processos (Raghow, 1994). Desta forma, a morfologia 

de cada célula representa um reflexo da composição da MEC, já que uma gama de 

�informações� pode ser transmitida para o citoesqueleto, por meio de interações específicas 
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com receptores de superfície da membrana celular (Goldstein, 1991; Alberts e cols., 1994; 

Cotran e cols., 1999;  Park e cols., 2001; Chen e cols., 2001; Suki e cols, 2005; Pelosi, 2007). 

 Três grupos de macromoléculas associam-se fisicamente para formar a matriz 

extracelular: 

1 � proteínas estruturais fibrosas, como as fibras colágenas e elásticas; 

2 � glicoproteínas, incluindo fibronectina e laminina; 

3 � proteoglicanos e glicosaminoglicanos (GAG´s) 

 Essas moléculas organizam-se em duas porções do tecido: a matriz intersticial e a 

membrana basal (Cotran e cols., 1999). 

 

1.3.1 Fibras colágenas 

 As fibras colágenas representam os principais constituintes da MEC. Apesar de sua 

grande diversidade no tecido conjuntivo, as principais são as do tipo I, II, e III, fibrilares ou 

intersticiais, e as dos tipos IV, V e VI, não fibrilares ou amorfas. O colágeno I constitui a principal 

proteína estrutural do interstício pulmonar, produzido em grandes quantidades durante o 

desenvolvimento do pulmão e nas reações fibróticas (Goldstein, 1991). O turnover de colágeno 

no pulmão compõe um processo dinâmico, necessário para a manutenção de sua arquitetura 

normal (Armstrong e cols., 1999; Rocco e cols., 2003; Suki e cols, 2005). 

 Nas lesões leves a produção de colágeno é limitada e se restaura a arquitetura do 

pulmão. Quando a lesão envolve pleura, brônquios e parênquima, o reparo pode resultar na 

formação de cicatriz focal. Após lesão grave, a cicatriz pode ser generalizada e resultar em 

extensa destruição da arquitetura e da função do pulmão, indicando que o processo 

biomecânico implicado na síntese de colágeno tem a capacidade de reagir muito rapidamente à 

agressão (Chesnutt e cols., 1997; Armstrong e cols., 1999; Marshall e cols., 2000, Rocco e 

cols., 2001; Rocco e cols., 2004). 

 A fibrogênese ocorre precocemente no curso da lesão e níveis elevados de pró-

colágenos I e III no plasma e no fluido do lavado broncoalveolar (BALF) no primeiro dia de 
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SDRA apontam para a precocidade da síntese de colágeno na resposta à agressão 

(Baughman e cols., 1996; Park e cols., 2001; Chen e cols., 2001; Tasaka e cols., 2002). 

 Marshall e cols. (Marshall e cols., 2000) e Chesnutt e cols. (Chesnutt e cols., 1997) 

demostraram grande atividade mitogênica e aumento nos níveis de pró-colágeno III no fluido do 

lavado bronco-alveolar (BALF) de pacientes após 24 horas de diagnóstico de SDRA, reforçando 

a hipótese de que a proliferação de fibroblastos e a síntese de colágeno são rapidamente 

reguladas, indicando que o processo fibroproliferativo pode ser estabelecido assim que a lesão 

for desencadeada, e não tardiamente, como anteriormente preconizado. 

 Armstrong e cols. (Armstrong e cols., 1999) evidenciaram aumento nos níveis de pró-

colágeno tipo I e diminuição na titulação de marcadores da degradação do colágeno no BALF 

de pacientes com SDRA e 48 horas de ventilação mecânica, sugerindo um desequilíbrio entre a 

síntese e a degradação do colágeno, favorecendo a sua deposição em um estágio precoce da 

doença. 

 A substituição do colágeno tipo III por tipo I, mais rígido, pode responder por distúrbios 

nas trocas gasosas e alterações fisiológicas, nos estágios tardios de fibrose (Entzian e cols., 

1990).  

 Colágenos I e III são sintetizados como pró-colágenos, que possuem pró-peptídeos em 

ambas as terminações de suas cadeias α. Fibroblastos e outras células mesenquimais 

secretam pró-colágenos recém-formados, após uma endopeptidase específica clivar os pró-

peptídeos aminoterminal e carboxiterminal das cadeias α, formando moléculas de colágeno e 

pró-peptídeos N-terminal e C-terminal. Níveis de pró-peptídeos aminoterminal elevados no 

plasma refletem síntese de colágeno no sítio da doença e constituem, portanto, marcadores de 

processo reparativo (Pugin e cols., 1999). 

 A quantidade de colágeno depositada depende da extensão do dano celular, da 

intensidade de proliferação de fibroblastos e de substâncias efetoras presentes na inflamação, 

além de hipoperfusão vascular e alterações da PaO2, que ocorrem durante a lesão pulmonar. 

TGF-β e peptídeos relacionados à insulina podem elevar a produção de colágeno por 
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fibroblastos e células de músculo liso, além de inibir indiretamente a produção e a atividade de 

colagenase (Meduri, 1999). 

 À medida que o reparo progride, os fibroblastos sintetizam e depositam quantidades 

aumentadas de componentes da MEC. Diversos agentes intensificam a síntese de colágeno: 

fatores de crescimento [fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), família de fatores 

de crescimento (FGF), TGF-β] e citocinas [interleucinas 1 (IL-1) e 4 (IL-4)], secretados por 

leucócitos e fibroblastos. Entretanto, o acúmulo final de colágeno não depende apenas de sua 

síntese, mas também de sua degradação (Cotran e cols., 1999; Suki e cols., 2005). 

 

1.3.2 Fibras elásticas 

 Associadas às fibrilas de colágeno, encontram-se as fibras elásticas, que fornecem 

elasticidade ao tecido. São sintetizadas por muitos tipos celulares no pulmão, incluindo 

condroblastos, miofibroblastos e células musculares lisas (Starcher, 2000). 

 O sistema elástico possui três componentes definidos de acordo com a quantidade 

crescente de elastina e orientações das fibrilas: a) fibras oxitalânicas, compostas por um feixe 

de microfibrilas; b) fibras elaunínicas, compostas por microfibrilas e uma quantidade pequena 

de elastina e c) fibras elásticas maduras, compostas por microfibrilas e abundante elastina (Gerli 

e cols., 1990).  

 Ao nível ultra-estrutural, as fibras elásticas maduras dos mamíferos são formadas por 

um cilindro central sólido, composto por abundante material amorfo e homogêneo (elastina), 

envolto por microfibrilas (10 a 12 nm de diâmetro) que, em corte transversal, apresentam perfil 

tubular. Durante o desenvolvimento da fibra, surge, inicialmente, um simples feixe de 

microfibrilas e, a seguir, observa-se deposição gradual de elastina entre as microfibrilas, até a 

maturação completa. 

 As propriedades das fibras elásticas dependem de seu componente amorfo. Nos 

processos de reparação pulmonar, após a destruição de fibras maduras do sistema elástico, 

ocorre gradual substituição por fibras mais imaturas, pobres em elastina (oxitalânicas) e, 
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portanto, menos extensíveis. As fibras oxitalânicas não se alongam sob estresse mecânico, 

prevenindo estiramento excessivo dos tecidos, enquanto as fibras elaunínicas apresentam 

propriedades elásticas intermediárias entre as fibras elásticas maduras e as oxitalânicas. 

 A elastina é extremamente estável e resiste à ação de proteases. A renovação da 

elastina faz-se necessária para o crescimento tecidual e remodelamento, se constitui em 

processo muito lento, e requer enzimas específicas para iniciar sua degradação, de forma que, 

sob condições normais, ocorre pouco remodelamento na vida adulta (Montes, 1992). 

 Após uma agressão, as fibras elásticas, assim como as fibras colágenas, também se 

reorganizam durante o remodelamento da MEC. Estudos em modelos animais de SDRA grave 

evidenciam deposição de fibras elásticas no processo de reparo 24 horas após o início da 

lesão, devendo-se isso à maior deposição de fibras oxitalânicas (Rocco e cols., 2000, Rocco e 

cols., 2003, Rocco e cols 2004,).  Além disso, observa-se duplicação da expressão de RNAm 

(ácido ribonucleico mensageiro) para elastina após três semanas de lesão induzida por 

bleomicina em hamsters (Raghow e cols., 1985). Dessa forma, pode-se acreditar que o 

processo de fibroelastose � e não somente fibrose � ocorre na evolução da SDRA. 

 A fibroelastose pode resultar de reparo e remodelamento subseqüentes à inflamação 

septal e fragmentação de fibras elásticas. Além disso, esse processo pode ser parcialmente 

responsável pela perda da arquitetura normal das paredes alveolares, contribuindo para a 

tendência ao colapso e para a resolução da inflamação. Observa-se reativação da síntese de 

elastina em resposta à intensa destruição do sistema elástico, porém de forma desorganizada, 

com conseqüências deletérias às propriedades mecânicas pulmonares (Negri e cols., 2000). 

 

1.3.3 Glicoproteínas e integrinas 

 Além das proteínas estruturais fibrosas, também estão presentes na MEC as 

glicoproteínas adesivas e as integrinas, proteínas estruturalmente diversas, cuja principal 

propriedade é a capacidade de se ligar a outros componentes da MEC, por um lado, e a 

proteínas específicas integrantes da membrana celular, pelo outro. A fibronectina e a laminina 
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constituem as principais proteínas adesivas do parênquima pulmonar (Snyder e cols., 1990; 

Cotran e cols., 1999). 

 Os fibroblastos, monócitos, células endoteliais e outras células produzem a fibronectina, 

cuja principal função consiste em promover a ligação entre os diversos componentes da MEC, 

incluindo colágeno, fibrina e proteoglicanos, bem como às células. Ela é importante, também, 

para potencializar a sensibilidade de certas células aos efeitos proliferativos dos fatores de 

crescimento. 

 A laminina representa a glicoproteína mais abundante nas membranas basais e 

atravessa a lâmina basal se ligando, por um lado, a receptores específicos sobre a superfície 

das células e, por outro lado, a componentes da MEC, como o colágeno IV e o heparan-sulfato. 

Além disso, acredita-se que a laminina atue como mediador da ligação da célula a substratos 

do tecido conjuntivo. 

 As integrinas constituem a principal família de receptores de superfície celular 

responsável pela fixação da célula à MEC. Em virtude de seu papel na adesão, constituem 

componentes-chave no extravasamento de leucócitos, na agregação plaquetária, nos 

processos de desenvolvimento e cicatrização de feridas. Algumas células exigem adesão para 

sua proliferação e a falta de fixação a elementos da MEC, por meio das integrinas, induz 

apoptose (Cotran e cols., 1999). 

 

1.3.4 Proteoglicanos e glicosaminoglicanos 

 As moléculas de proteoglicanos formam, no tecido conjuntivo, uma substância 

gelatinosa e hidratada, onde se encontram as proteínas fibrosas. São compostas por uma 

proteína central ligada a um ou mais polissacarídeos, denominados glicosaminoglicanos 

(Ebihara e cols., 2000). Dentre os mais comuns, estão o heparan-sulfato, o condroitin-sulfato e 

o dermatan-sulfato. 

 Os proteoglicanos também podem ser proteínas integrantes da membrana e, portanto, 

moduladores do crescimento e da diferenciação celular.  
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 O ácido hialurônico é encontrado na MEC de várias células e atua como ligante para 

proteínas centrais, constituindo o arcabouço para grandes complexos de proteoglicanos. Além 

disso, associa-se a receptores de superfície celular, que regulam a proliferação e a migração 

das células. Liga-se, também, a grande quantidade de água, formando um gel hidratado e 

viscoso encontrado na matriz de células em migração e proliferação, inibindo a adesão entre as 

células e facilitando a migração celular (Cotran e cols., 1999). 

 Os proteoglicanos fornecem, portanto, suporte mecânico ao tecido, permitindo a difusão 

de moléculas hidrossolúveis e migração celular. São importantes, ainda, na sinalização química 

entre as células, ligando-se a moléculas sinalizadoras, podendo aumentar ou inibir suas 

atividades. Além disso, influenciam a formação da fibra colágena e interagem com várias 

citocinas e fatores de crescimento (Miserocchi e cols., 2001). Nos tecidos encontram-se 

freqüentemente ligados às fibras colágenas, fibras elásticas e fibronectina, participando da 

organização da MEC (Alberts e cols., 1994). 

 Os efeitos dos proteoglicanos e a sua presença no remodelamento tecidual do pulmão 

sugerem que podem influenciar precocemente o processo de reparo, por meio de sua atuação 

nas funções dos miofibroblastos (Bensadoun e cols., 1996). 

Os GAGs são polissacarídeos longos e lineares, que consistem de unidades dissacarídeas que 

se repetem com seqüências que variam na composição básica do sacarídeo, ligação, 

acetilação e N- e O-sulfatação. Adicionalmente, o comprimento de suas cadeias pode variar de 

1 a 25.000 unidades dissacarídeas. Existem duas principais classes de GAGs: 1) GAG não 

sulfatado: ácido hialurônico e 2) GAGs sulfatados: condroitin sulfato, dermatan sulfato, queratan 

sulfato, heparan sulfato ) e heparina. No parênquima pulmonar, o GAG mais abundante é o 

heparan sulfato. Os GAGs são envolvidos em uma variedade de processos biológicos, incluindo 

interações célula-matriz e ativação de quimiocinas, enzimas e fatores de crescimento (Taylor & 

Gallo, 2006). Esses processos são mediados através da capacidade de interagirem com 

numerosas proteínas, incluindo proteases, citocinas, moléculas de adesão e fatores de 
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crescimento (Handel e cols., 2005). Com exceção do ácido hialurônico, os GAGs são 

encontrados sob a forma de proteoglicanos (Johnson e cols., 2005). 

Apesar de existirem muitos estudos acerca do papel dos proteoglicanos em uma variedade de 

doenças pulmonares (Cantor e cols., 1995; Bray, 2001; Turino & Cantor, 2003; Bai e cols., 

2005), o comportamento dos GAGs no parênquima pulmonar é muito pouco compreendido 

(Sousa e cols., 2006). 

 

1.3.5 Metaloproteinases 

 As metaloproteinases (MMP) representam uma família de enzimas proteolíticas 

contendo um íon zinco no sítio ativo do domínio catalítico. Estas enzimas possuem, ainda, uma 

variedade de domínios especializados, que contribuem para o reconhecimento e interação com 

o substrato específico ou com outras proteínas e moléculas (Parks e cols., 2001; Greenlee e 

cols., 2007). 

As MMPs são secretadas em uma forma latente, como pró-enzimas inativadas, e, 

subseqüentemente, sofrem ativação nos meios pericelular ou extracelular (Birkedal-Hansen, 

1995 e Ohbayashi, 2002). 

No tecido adulto normal, expressas em pequenas quantidades, as metaloproteinases possuem 

um papel importante no turnover normal e manutenção da matriz extracelular, na integridade da 

membrana basal, no remodelamento normal do tecido durante a embriogênese, no reparo 

tecidual, inflamação, na lesão pulmonar induzida pela ventilação (LPIV), invasão tumoral e 

metástase (Ohbayashi, 2002). Atuam relevantemente na remoção das proteínas em excesso, 

mas também podem destruir a arquitetura normal do pulmão (Meduri, 1999). 

 Atualmente, pelo menos vinte e quatro tipos de MMPs foram identificados e podem ser 

agrupados em cinco subclasses, especificadas simplificadamente na tabela 3. MMP-2, MMP-9, 

MMP-7 e MMP-12 degradam principalmente colágeno tipo IV. Entre essas MMPs, MMP-2 e 

MMP-9 têm merecido especial atenção devido ao seu papel patogênico em diversas doenças 
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pulmonares. A MMP-9 apresenta um papel chave no remodelamento e no reparo tecidual por 

meio desta sua atividade catalítica de colágeno IV (Ohbayashi, 2002). 

 As colagenases constituem parte de uma família de MMP, que clivam os colágenos I, II 

e III em um sítio específico. Os fragmentos resultantes mostram-se mais suscetíveis à digestão 

por gelatinases (MMP-2 e MMP-9), facilitando sua remoção do tecido (Corbel e cols., 2000). 

Gelatinase A (ou MMP-2) e gelatinase B (ou MMP-9) degradam colágeno IV, fibronectina e 

elastina. A MMP-2 se distribui pelo parênquima pulmonar, enquanto que a MMP-9 encontra-se 

nos macrófagos intra-alveolares livres e células epiteliais alveolares (Miserocchi e cols., 2001). 

As MMPs de membrana  degradam várias proteínas da superfície celular e a elastase degrada 

elastina e fibronectina (Pardo e cols., 1996). 

Muitas das metaloproteinases secretadas, como as colagenases 1, estromelisinas 3 e 

gelatinase-B não são expressas por tecidos em condições normais, permanecendo a sua 

produção e atividade próximas de níveis não detectáveis (Parks e cols., 2001). 

Macrófagos alveolares, neutrófilos, células epiteliais das vias aéreas e eosinófilos sintetizam e 

secretam as MMPs (Ricou e cols., 1996 e Ohbayashi, 2002). Fatores de crescimento e citocinas 

podem induzir [IL-1, TNF-α, TNF-β, TGF-α, fator de crescimento epidérmico (EGF), FGF e 

PDGF] ou inibir (TGF-β, INFγ IL-4) a transcrição dos genes de metaloproteinases (Goldestein, 

1991; Elkington e cols., 2006; Greenlee e cols., 2007). Uma vez formadas, as MMPs ativadas 

são rapidamente inibidas pela α-2 macroglobulina, a qual atua restritamente nos seus sítios de 

atividade e pela interação com uma família de inibidores teciduais específicos das 

metaloproteinases (TIMP). Estes são produzidos pela maioria das células mesenquimais, 

impedindo, assim, a ação descontrolada dessas das MMPs (Ricou e cols., 1996; Cotran e cols., 

1999; Corbel e cols., 2000 e Ohbayashi, 2002; Lagente e cols., 2005).  Quatro diferentes tipos 

de TIMPs foram caracterizados (TIMP-1 a TIMP-4). TIMPs formam complexos covalentes com 

as MMPs, havendo especificidades: TIMP-1 inibindo MMP-9 e TIMP-2 inibindo MMP-2 são os 

mais conhecidos (Ohbayashi, 2002). Os TIMPs ligam-se respeitando uma relação molar 1:1 ao 
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sítio ativo das MMPs, resultando em perda da atividade proteolítica das mesmas (Lanchou e 

cols., 2003; Lagente e cols., 2005). 

 

Tabela 3:  Família das Metaloproteinases 

Subclasses MMP Substratos específicos 

Colagenases intersticiais 
MMP-1, MMP-8, MMP-

13 e MMP-18 

Colágenos I, II, III, VII, VIII, X  e 

agrecan. 

Gelatinases MMP-2 e MMP-9 
Colágenos I, II, III, IV, V, VII, X, 

elastina, agrecan e fibronectina. 

Estromelisinas 
MMP-3, MMP-10 

e MMP-11 

Colágenos II, III, IV, V, IX, X, 

elastina, fibronectina, agrecan e 

laminina. 

MMPs Tipo membrana 

MMP-14- MMP-15, 

MMP-16, MMP-17, 

MMP-24 e MMP-25 

Colágenos I, II, III, agrecan, 

laminina, fibronectina entre outros 

substratos desconhecidos. 

Outros: metaloelastase e 

matrilisinas 

MMP-7, , MMP-12, 

MMP-19, MMP-20, 

MMP-21, MMP-23 

Colágenos tipos II, III, IV, IX, X, 

fibronectina, agrecan, laminina, 

elastina e outros desconhecidos. 

Adaptado de Ohbayashi, 2002 

 

 Tratamento com inibidores de MMPs foram correlacionados recentemente com 

integridade histológica e fisiológica do pulmão, sugerindo que o aumento da atividade das 

proteases na MEC desempenha papel importante no desenvolvimento da lesão pulmonar 

associada à SDRA (Carney e cols., 2001). TIMPs possuem um papel importante no equilíbrio 

entre deposição e degradação dos componentes da MEC em vários processos fisiológicos, 

incluindo inflamação e doenças crônicas degenerativas (Ohbayashi, 2002; Elkington e cols., 

2006). Ricou e cols. (Ricou e cols., 1996) estabeleceram que o equilíbrio entre MMPs e TIMPs 
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interfere com a evolução da lesão pulmonar aguda e da SDRA e influencia o resultado final 

deste processo biológico. 

 Por clivar os componentes da MEC, as MMPs têm papel significativo no processo de reparo do 

epitélio alveolar durante a lesão pulmonar aguda. Durante os processos inflamatórios agudos, 

polimorfonucleares, neutrófilos, eosinófilos, monócitos e linfócitos são recrutados da circulação 

para sítios específicos do tecido lesado. Tais células inflamatórias desempenham suas funções 

pela liberação de MMPs nos espaços pericelulares. As MMPs são secretadas para facilitar a 

remoção dos agentes nocivos, porém quando presentes em excesso podem destruir as células 

residentes e estimular, ainda mais, o processo inflamatório (Greenlee e cols., 2007). 

O lipopolissacarídeo de Escherichia coli (LPS) constitui um potente indutor da inflamação 

pulmonar aguda associada a infiltrado de polimorfonucleares. Estudou-se o papel das MMPs 

em modelo utilizando LPS como precursor da LPA (Corbel e cols., 2000). A exposição ao LPS 

levou ao aumento de MMP-2 e MMP-9 no fluido do lavado bronco-alveolar (BALF) (Corbel e 

cols., 1999). Pugin e cols. observaram elevação dos níveis de MMP-9 liberada no plasma de 

indivíduos normais submetidos a injeção intravenosa de LPS, sendo os polimorfonucleares 

identificados como os responsáveis por sua secreção (Pugin e cols., 1999). Outros relatos 

evidenciaram que o tratamento com corticoesteróide também reduz o número de células 

inflamatórias e a atividade de MMP-2 e MMP-9 (Corbel e cols., 1999). 

MMPs sozinhas não determinam, certamente, o curso clínico da SDRA. Entretanto, crescem as 

evidências de que citocinas e MMPs interagem intimamente, para modular o remodelamento do 

tecido pulmonar (Ricou e cols., 1996). 

 

1.4 Mecanismos de remodelamento 

Em muitas doenças intersticiais, agudas e crônicas, observam-se alterações irreversíveis da 

histoarquitetura pulmonar, ponto muito abordado atualmente na literatura. 

Fibroproliferar significa induzir uma reação reparativa estereotipada à lesão tecidual, 

caracterizada pela substituição de células epiteliais lesadas por miofibroblastos e seus produtos 
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do tecido conjuntivo nos espaços aéreos, interstício, bronquíolos respiratórios e paredes da 

microcirculação intra-acinar. (Meduri, 1996; Belligan, 2002). 

O remodelamento traduz-se em um processo dinâmico de balanço entre lesão inflamatória e 

reparo tecidual para a produção de matriz. Este processo, existente em todos os órgãos, tanto 

pode levar à reconstrução nos moldes pré-agressão ou em padrões anormais. Atualmente, 

sabe-se que a resposta fibroproliferativa começa quase imediatamente após o início da lesão, 

em uma tentativa de reparar o dano à parede alvéolo-capilar (Lin e cols., 2003). O acúmulo de 

células inflamatórias e a entrada de plasma nos espaços alveolares alteram o microambiente 

alveolar, conduzindo a evolução do remodelamento tecidual para a fibrose progressiva ou para 

a restauração da arquitetura alveolar normal (Galen,  1999). 

O processo de reparo deve começar com a reversão do edema e retirada de proteínas solúveis 

e insolúveis, acumuladas nos espaços intersticial e alveolar. Precocemente, tal processo 

também envolve reepitelização da barreira alvéolo-capilar, com proliferação de PII e formação 

de novos capilares (angiogênese). Simultaneamente, há proliferação de fibroblastos associada 

com deposição excessiva de MEC, que contribui para complacência pulmonar diminuída e 

perda da arquitetura alveolar normal. A resolução dessa alveolite fibrosante requer mais 

remodelamento do pulmão, com resolução gradual da fibrose pulmonar e restauração das 

unidades alvéolo-capilares (Artigas e cols., 1998). Os principais moduladores promotores da 

migração de células epiteliais alveolares são proteínas de ligação à heparina, tais como EGF, 

TGF-α, fator de crescimento para queratinócito (KGF), fator de crescimento para hepatócito 

(HGF) e FGF (Panos e cols., 1993). Pode ocorrer a liberação de outros mediadores capazes de 

aumentar o reparo pulmonar no espaço alveolar de pacientes com SDRA. Por exemplo, a IL-1β, 

que parece mediar ativamente o reparo epitelial, encontra-se biologicamente ativa no fluido do 

edema pulmonar de pacientes com SDRA na fase precoce da lesão (Pugin e cols., 1999). 

 A existência de uma barreira epitelial intacta representa um fator importante para o 

remodelamento pulmonar, pois o reparo do pulmão lesado envolve interações complexas entre 

células endoteliais, epiteliais, fibroblastos, macrófagos alveolares, fatores de coagulação, 
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citocinas e fatores de crescimento (Geiser 2003). Além disso, a produção normal de surfactante 

requer pneumócitos II intactos e o mecanismo envolvido na retirada do fluido alveolar depende 

do transporte ativo de sódio, que também requer uma barreira epitelial intacta (Artigas e cols., 

1998). Quando a integridade e a função do epitélio alveolar mantêm-se preservadas, a retirada 

do líquido alveolar pode ser estimulada mesmo na presença de edema intersticial (Berthiaume e 

cols., 2002; Matthay, 2002; Ingber, 2006). 

O transporte de sódio através do epitélio alveolar representa um papel importante na resolução 

do edema alveolar. Os mecanismos do transporte de sódio incluem participação dos canais de 

sódio sensíveis à amilorida na membrana apical dos pneumócitos tipo II, seguida por extrusão 

do sódio pela bomba de Na,K-ATPase localizada na superfície basolateral da célula epitelial. 

Pneumócitos tipo I também apresentam um importante papel no transporte de sódio através do 

epitélio alveolar, pois esta célula compreende mais de 90% da área de superfície alveolar 

(Groshaus e cols., 2004). 

O transporte de água segue passivamente o gradiente osmótico e ocorre através de canais de 

água chamados aquaporinas (AQP) (Laffon e cols., 2002; Matthay, 2002). As AQPs distribuem-

se ao longo dos tecidos broncopulmonares, mas não constituem fator essencial para alcançar 

um máximo transporte de fluido epitelial (Borok e cols., 2002). A AQP1 se expressa no endotélio 

microvascular, enquanto AQP3 e AQP4 nas grandes vias aéreas. AQP4 também está presente 

nas pequenas vias aéreas. AQP5 localiza-se nos pneumócitos tipo I e nas glândulas 

submucosas das células acinares. Os principais canais de água são AQP1 e AQP5. A 

diminuição da presença de AQP5 nas glândulas submucosas das vias aéreas superiores 

representa a única alteração efetivamente capaz de reduzir o transporte de fluido (Groshaus e 

cols., 2004). 

O tipo de célula epitelial a  recobrir a superfície alveolar depende, em parte, da extensão da 

lesão. PII proliferam e se diferenciam em PI em áreas pouco lesadas do pulmão, enquanto 

células epiteliais brônquicas recobrem áreas onde nenhum PII sobrevive (Galen, 1999). 
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Um influxo de fatores de coagulação para o espaço alveolar também contribui para o acúmulo 

de fibrina intra-alveolar. Durante a lesão pulmonar aguda, a atividade pró-coagulante alveolar 

aumenta na mesma proporção que a deposição de fibrina (Galen, 1999). A remoção de fibrina 

intra-alveolar é importante para a resolução da doença. Se a fibrina extravascular for removida, 

torna-se possível a reconstituição do espaço alveolar normal. Se a fibrina permanece, 

fibroblastos migram para a matriz de fibrina e secretam colágeno intersticial. Formam-se, então, 

cicatrizes fibróticas, paredes alveolares espessas ou espaços aéreos obliterados, dependendo 

da localização e extensão do exsudato residual (Galen, 1999). 

A fibrina tecidual pode influenciar a inflamação alveolar local e o reparo tecidual por vários 

mecanismos: 1) alteração da migração de células inflamatórias, incluindo macrófagos e 

fibroblastos, 2) prevenção da proliferação de linfócitos, 3) desorganização das células 

endoteliais e 4) aumento da permeabilidade vascular (Idell, 2003). 

O endotélio pulmonar responde por numerosos processos fisiológicos e imunológicos, além de 

ser sítio de ligação para várias enzimas, receptores e fatores de transcrição, que interagem com 

constituintes da parede do vaso e células sanguíneas circulantes (Orfanos e cols., 2004). O 

aumento da permeabilidade vascular pulmonar representa uma marca da patogênese da 

SDRA, podendo resultar da ação de citocinas ou outros agentes, e, também, de mecanismos 

relacionados ao citoesqueleto da célula endotelial em resposta a estímulos, como trombina ou 

estiramento mecânico (Dudek e cols., 2001). 

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) constitui um importante indutor da 

permeabilidade vascular. O aumento da expressão de VEGF está relacionado à perda capilar 

generalizada, sugerindo seu papel no desenvolvimento do edema pulmonar (Kaner e cols., 

2000). Além disso, VEGF e outras moléculas relacionadas possuem grande influência sobre a 

biologia da célula endotelial, regulando a proliferação celular, angiogênese e recrutamento de 

monócitos.  

Apesar das células endoteliais serem os alvos primários, o VEGF também pode estimular a 

produção de surfactante pelos pneumócitos tipo II (Compernolle e cols., 2002) e o crescimento 
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de células epiteliais das vias aéreas in vitro (Brown e cols., 1999). A expressão e a função do 

VEGF na SDRA variam, dependendo das condições fisiopatológicas, tempo e grau de lesão da 

barreira alvéolo-capilar. É possível que, na fase precoce da lesão pulmonar, a resposta 

inflamatória aguda induzida pela liberação do VEGF, a partir de células epiteliais alveolares e 

leucócitos, aumente a permeabilidade do endotélio pulmonar, contribuindo para a formação do 

edema intersticial. Com a progressão do edema pulmonar, a lesão da camada epitelial alveolar 

pode reduzir a produção de VEGF. Durante o período de recuperação, VEGF pode participar 

do processo de angiogênese, sendo importante para o reparo pulmonar (Mura e cols., 2004). 

Estudos recentes demonstraram a contribuição da apoptose para a patogênese da fibrose 

pulmonar, bem como para a sua resolução (Uhal, 2002; Martin e cols., 2003). A apoptose pode 

ter rersultados benéficos ou deletérios, dependendo do tipo celular, das circunstâncias e da 

duração. O pulmão, um órgão complexo, possui diferentes tipos celulares, incluindo células 

endoteliais, células epiteliais, fibroblastos e células inflamatórias. (Lu e cols., 2005). A apoptose 

de miofibroblastos e fibroblastos em pulmões fibróticos, por exemplo, pode ser benéfica porque 

essas células constituem as principais fontes da MEC em excesso na fibrose pulmonar. A 

apoptose de células inflamatórias também pode ter resultados positivos, mas, quando em 

excesso, pode levar à destruição do septo alveolar e a uma resposta fibrótica (Li e cols., 2004). 

A necrose remove os neutrófilos que migraram para uma área de inflamação, com liberação de 

mediadores tóxicos, ou por apoptose, envolvendo a involução de células individuais, com 

pequeno dano ao tecido (Ingbar, 2000). Os macrófagos rapidamente fagocitam os neutrófilos 

apoptóticos antes da perda da integridade da membrana. Dessa forma, a apoptose fornece um 

meio de remover neutrófilos de uma área, com mínimo dano tecidual (Matute-Bello e cols., 

2000). 

Na lesão pulmonar tardia, a apoptose também exerce papel importante no processo de reparo, 

eliminando tecido de granulação e neutrófilos em excesso, sendo fundamental para a remoção 

do componente intra-alveolar da fibrose, além de retirar do epitélio alveolar um número 

excessivo de PII (Galen, 1999). 
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A regulação do remodelamento da MEC, em condições normais e em numerosas doenças 

pulmonares como na SDRA, resulta de um complexo mecanismo integrativo da transcrição de 

elementos que degradam as proteínas da matriz e produzem ativação/inibição de diversos tipos 

celulares do tecido pulmonar (Swideski e cols., 1998). Alguns dos fatores de crescimento 

estimuladores da síntese de moléculas do tecido conjuntivo também modulam a degradação e 

a ativação de enzimas, cujas ações consistem em remodelar o tecido conjuntivo (Contran, 

1999). 

Na SDRA, as lesões epitelial e endotelial disparam uma seqüência de eventos, como o influxo 

de células inflamatórias liberadoras de citocinas, ativando fibroblastos e potencializando a 

síntese e a atividade de MMPs e TIMPs (Swideski e cols., 1998; Park e cols., 2001; Lanchou e 

cols., 2003; Greenlee e cols., 2007). 

 

1.5 Modelo de SDRA mediada por Lipopolissacarídeo 

O lipopolissacarídeo (LPS), um componente da parede externa de bactérias Gram negativas, é 

uma substância biológica extremamente ativa, capaz de iniciar respostas inflamatórias por meio 

de sua interação com proteínas séricas (proteína LBP/receptor CD14) ou com proteínas do 

surfactante pulmonar. Portanto, pode ser capaz de desencadear o processo inflamatório 

pulmonar observado na SDRA por interação direta com os constituintes do espaço alveolar ou 

por via hematogênica, levando à produção de citocinas.  

Em indivíduos normais, as bactérias Gram negativas residem primariamente no trato 

gastrointestinal, onde barreiras intactas previnem sua translocação para a circulação sistêmica 

(Bone , 1994). Todavia, alguns fatores podem levar à translocação bacteriana, como: (1) 

alteração da flora do hospedeiro, resultando em crescimento bacteriano exagerado; (2) 

disfunção imunológica do indivíduo; e (3) aumento da permeabilidade através da barreira 

epitelial (Feltis e cols., 1994; Go e cols., 1995). Uma vez na circulação, o LPS interage 

diretamente com leucócitos e células parenquimatosas, induzindo a cascata inflamatória. 
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A endotoxina foi reconhecida como um importante mediador na patogênese da SDRA em 1974, 

quando a infusão de Pseudomonas em ovelhas resultou em aumento da permeabilidade 

pulmonar e um quadro similar ao edema pulmonar não cardiogênico (Brigham e cols., 1974). 

Naquela época, essas observações levaram à hipótese de que a endotoxina, provavelmente 

junto com a ativação do sistema complemento, era o mediador mais importante no 

desenvolvimento da lesão pulmonar, dando início a uma série de estudos a respeito da atuação 

das endotoxinas (Meyrick BO, 1986; Lopez e cols., 1998; Fox-Dewhurst e cols., 1997; Parson e 

cols., 1989; Wierner-Kronish e cols., 1991; Watson e cols., 1994; Delclaux e cols., 1997; Li e 

cols., 1998; Yamada e cols., 2000). 

Meyrick & Brigham (Meyrick & Brigham, 1983) demonstraram, em ovelhas, as alterações 

funcionais e estruturais dos pulmões após infusão de endotoxina. Após 15 minutos da infusão 

ocorreu aumento na pressão da artéria pulmonar, intensa leucopenia, diminuição da PaO2 e 

alterações na mecânica pulmonar com discretas mudanças, tanto no débito cardíaco, como na 

pressão atrial esquerda. Trinta minutos após, coincidindo com o pico da hipertensão pulmonar e 

das alterações na mecânica pulmonar, houve migração de leucócitos para o interstício 

pulmonar e edema intersticial. Sessenta minutos após a infusão, já havia lesão das paredes dos 

vasos, lesão das células intersticiais e dos pneumócitos tipo I, e edema perivascular. A ruptura 

da camada endotelial ocorreu aproximadamente 2 horas após a infusão, favorecendo uma 

intensa permeabildade vascular. O principal efeito da endotoxina nas ovelhas foi o aumento da 

permeabilidade microvascular do pulmão, que resultou em um edema pulmonar não 

cardiogênico, sabidamente a principal anormalidade na SDRA em seres humanos. 

Pelo fato das lesões pulmonares e as características fisiopatológicas serem similares às que 

ocorrem na SDRA em humanos, os modelos animais com endotoxina são muito utilizados e 

adequados para estudar essa síndrome. 

Há vários estudos experimentais e clínicos acerca da participação do LPS na LPA (Meyrick, 

1986; Fox-Dewhurst e cols., 1997; Stamme e cols., 1999, Menezes e cols., 2005). Parsons e 

cols., em 1989, mediram as concentrações de LPS no plasma de pacientes com LPA e 



 

 
24

 

naqueles com riscos de desenvolver a LPA (Parsons e cols., 1989). Nesta população estavam 

incluídos pacientes com sepse, pancreatite, transfusões múltiplas e trauma, e se detectou a 

endotoxina em 74% das amostras plasmáticas obtidas nos dois grupos de pacientes. Além do 

mais, os níveis plasmáticos de endotoxinas mostraram-se significativamente elevados nos 

pacientes que já haviam desenvolvido a LPA (64%). 

 

1.6 Mecânica Respiratória 

1.6.1 Noções básicas 

A respiração representa um processo cíclico, envolvendo trabalho mecânico dos músculos 

respiratórios para a movimentação do sistema respiratório. Dois componentes constituem o 

sistema respiratório: o pulmão e a parede torácica. Como parede torácica subentendem-se 

todas as estruturas em movimento durante o ciclo respiratório à exceção dos pulmões. A 

pressão motriz, gerada pela contração muscular durante a inspiração, precisa vencer 

forças de oposição, tais como: a) forças elásticas dos tecidos pulmonares e parede 

torácica; b) forças resistivas resultantes do fluxo de gás pelas vias aéreas e movimentação 

das moléculas constituintes do tecido pulmonar e dos tecidos da parede torácica (D�Angelo 

e cols., 1994); c) forças viscoelásticas dos tecidos pulmonares e da parede torácica; d) 

forças plastoelásticas responsáveis pela histerese (Hildebrandt, 1970); e) forças inerciais 

(dependem da massa dos tecidos e dos gases) (Mead, 1961); f) forças gravitacionais 

(incluídas nas forças elásticas) (Milic-Emili, 1977); e g) forças de distorção da parede 

torácica. Contudo, durante a respiração basal, considera-se as forças inerciais e de 

distorção da parede como desprezíveis (Rodarte & Rehder, 1986). 

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

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

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

comprimento é diretamente proporcional à força aplicada, até que seu limite elástico seja 

atingido. Em visão tridimensional, teríamos volume proporcional à pressão. 
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 O tecido pulmonar e a parede torácica possuem propriedades elásticas e obedecem 

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

gás inspirado. A inclinação da curva volume-pressão ou a relação entre a variação de 

volume gasoso mobilizado (∆V) e a pressão motriz necessária para manter o sistema 

respiratório insuflado é conhecida como complacência do sistema respiratório (Crs). Logo, 

Crs = ∆V/Pel,rs, onde Pel,rs corresponde à pressão elástica do sistema respiratório. 

 Cabe ressaltar que, ao invés de complacência, utiliza-se freqüentemente a variável 

elastância. Esta corresponde ao inverso da complacência (Ers = 1/Crs), ou seja, representa 

é a relação entre a variação de pressão e o volume mobilizado resultante. O cálculo da 

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

(EL) e da parede torácica (Ew) são adicionadas diretamente: Ers = EL + Ew, enquanto que 

se somam os inversos das complacências: 1/Crs = 1/CL + 1/Cw. 

 Um simples valor de complacência do sistema respiratório informa pouco, uma vez 

que depende do volume pulmonar total, isto é, pessoas com grandes volumes pulmonares 

terão maior complacência para um mesmo volume inspirado do que aquelas com pequenos 

volumes pulmonares, mesmo que ambos os pulmões sejam normais e sofram uma mesma 

distensão. Para contornar este evento, determina-se a complacência específica (Csp), ou 

complacência dividida pelo volume pulmonar, sendo este usualmente a CRF. A Csp é 

muito utilizada para comparar pulmões de diferentes tamanhos, como de crianças e 

adultos. 

 Dois fatores respondem pelo comportamento elástico do pulmão. Um deles é 

representado pelos componentes elásticos do tecido pulmonar (fibras elásticas e 

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

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

geométrico. Todas as estruturas pulmonares encontram-se interligadas pela trama de 

tecido conjuntivo pulmonar, de forma que, quando há insuflação, todos esses componentes 
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se dilatam. Esse fenômeno chama-se �interdependência� e contribui para manter todos os 

espaços aéreos abertos.  

 Além das propriedades elásticas dos tecidos pulmonares, os pulmões ainda 

apresentam um importante fator a contribuir para as suas características elásticas: a tensão 

superficial exercida pelas moléculas recobrindo a zona de troca gasosa.  

 Existe tensão superficial em uma interface ar-líquido porque as moléculas do líquido 

são atraídas com maior intensidade para o interior do próprio líquido do que para a fase 

gasosa acima deste. A tensão superficial pode ser definida como a força que age sobre 

uma linha imaginária de 1 cm de comprimento na superfície de um líquido.  

 A tensão superficial tem a propriedade importante de gerar pressão no interior de 

uma bolha. A relação entre a tensão superficial na parede e a pressão desenvolvida dentro 

da bolha de sabão é dada pela Lei de Laplace. Essa lei afirma que, para cada superfície da 

bolha, a pressão (P) é proporcional ao dobro da tensão (T) desenvolvida pelo raio (r), ou, 

para ambas as superfícies, P = 4T/r. Entretanto, quando somente uma interface está 

envolvida, como em um alvéolo esférico revestido por líquido na sua face interna, o 

numerador apresenta o número 2 em lugar de 4. Considerando-se dois alvéolos de 

diferentes tamanhos conectados através de uma via aérea comum, e com tensão 

superficial semelhante, pode-se depreender, com base na Lei de Laplace, que a pressão 

no alvéolo menor seria maior do que no alvéolo maior. Desta forma, os alvéolos menores 

esvaziar-se-iam nos maiores, resultando em alvéolos colapsados e ductos alveolares 

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

surfactante, líquido de composição protéica e, principalmente, fosfolipídica secretado pelos 

pneumócitos tipo II, é consideravelmente menor do que a da solução salina que recobre as 

mucosas pulmonares. Dessa forma, há um equilíbrio entre os alvéolos maiores e menores, 

com mesma pressão mantida em seu interior  

Durante a movimentação do sistema respiratório, quando ocorre fluxo de gás, um elemento 

adicional ao elástico precisa ser vencido pela pressão motriz: a resistência. A resistência do 
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sistema respiratório (Rrs) pode ser calculada dividindo-se Pres,rs por fluxo aéreo. Pres,rs 

representa a pressão resistiva do sistema respiratório, ou seja, a pressão necessária para 

vencer seus componentes resistivos. Semelhantemente à complacência, e pelas mesmas 

razões, a resistência do sistema respiratório se subdivide em seus componentes pulmonar 

e de parede. 

 A resistência pulmonar pode ser subdividida em dois subcomponentes: a resistência 

das vias aéreas (Raw), que depende do fluxo de ar no interior dos pulmões, e a resistência 

tecidual (Rtis), determinada pelas perdas energéticas geradas pela viscosidade (isto é, 

atrito) pertinente à movimentação do pulmão. A resistência das vias aéreas pode ser 

influenciada pela geometria da árvore traqueobrônquica, pelo volume pulmonar, pela 

complacência das vias aéreas, pela densidade e viscosidade do gás inspirado e pela 

musculatura lisa dos brônquios. A resistência tecidual depende da velocidade do 

deslocamento, o que é importante tanto durante a inspiração como na expiração. A 

resistência da parede torácica também sofre influência das perdas energéticas geradas 

pela viscosidade pertinente à movimentação das moléculas que constituem os tecidos da 

parede torácica.  

Além dos componentes elásticos e resistivos, o sistema respiratório apresenta, também, 

propriedades viscoelásticas, tanto no tecido pulmonar quanto na parede torácica. A 

viscoelasticidade foi descrita a partir do comportamento de fios de seda, por Wilhem Weber 

em 1835. (Webber, 1835).  Esse tipo de material obedece à lei da proporcionalidade entre 

a força aplicada e o alongamento resultante (Lei de Hooke), porém apenas por um curto 

período de tempo após a aplicação da força. Quando se mantém a carga por um tempo 

prolongado, o alongamento passa a aumentar continuamente. Este fenômeno está 

presente em vários tecidos animais (Dorrington, 1980). 

Substâncias viscoelásticas, quando mantidas sob deformação constante, apresentam 

queda da tensão, chamada de relaxamento de tensão (�stress relaxation�), ou 

simplesmente, relaxamento, quando o corpo é estirado. Por outro lado, sob tensão 
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constante, o corpo tende a se deformar continuamente com o decorrer do tempo, 

fenômeno chamado �creep�. Ressalte-se que esta deformação não é irreversível, mas sim 

reprodutível, podendo ser repetida, desde que seja precedida por um período de tempo 

onde o material permaneça em condições de repouso, a fim de apagar a memória do 

evento anterior. A viscoelasticidade permite o intercâmbio de energia (pressão) entre o 

componente elástico e o resistivo. Por exemplo, durante uma pausa inspiratória, a energia 

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

calor pelo componente resistivo. 

 

1.6.2 Estudo da Mecânica Respiratória 

Todas as alterações humorais e celulares da SDRA têm suas expressões na mecânica 

respiratória e se caracterizam por redução da complacência e aumento da resistência pulmonar 

(Auler e cols., 1990; Wheeler e cols., 1990; Eissa e cols., 1991; Faffe e cols., 2000). 

A redução da complacência manifesta-se clinicamente pela necessidade de altas pressões de 

via aérea para se conseguir um dado volume inspirado. O mecanismo pode incluir o aumento 

da tensão superficial e a diminuição dos volumes pulmonares, como resultado de atelectasias e 

edema. O desenvolvimento posterior da fibrose parenquimatosa difusa reduz ainda mais a 

complacência pulmonar e torna mais difícil a expansão e a ventilação alveolares (Nobel e cols., 

1975; Lamy e cols., 1976; Ryan e cols., 1978). 

Os fatores que levam ao aumento da resistência podem ser: aumento da resistência 

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

peribrônquico e áreas de insuflação e colapso, gerando inomogeneidade no sistema 

(Snapper e cols., 1983; Bernard e cols., 1994; Wright & Bernard., 1989; Hudson e cols., 

1995). 

Na tentativa de compreender a complexidade do sistema respiratório e seus componentes 

(pulmão e parede torácica), além dos diversos mecanismos envolvidos durante a 
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respiração, foram utilizados modelos matemáticos relativamente simples, que se 

aproximam da realidade. Para isso, faz-se necessária a interpretação fisiológica de 

variáveis mensuráveis tais como fluxo, volume e pressão na abertura das vias aéreas. 

O modelo mais simples compõe-se de 2 elementos, uma resistência (representada por um 

tubo) e uma elastância (representada por um balão) (Figura 2). Esse modelo baseia-se na 

assertiva de que as propriedades mecânicas do sistema respiratório independem do 

volume pulmonar e do fluxo, e que os fatores inerciais são desprezíveis. Considerando-se 

o sistema respiratório normal, esse modelo pode ser utilizado, e tornou-se tão popular que 

a equação a ele associada é geralmente referida como "equação de movimento do sistema 

respiratório". Nessa equação, P(t) = E.V(t) + R.V�(t), em qualquer instante t, E e R 

correspondem, respectivamente, à elastância e à resistência do sistema respiratório e P é a 

pressão motriz capaz de produzir volume (V) e fluxo aéreo (V�). Entretanto, apesar do 

modelo de compartimento único continuar sendo amplamente utilizado, não se deve aplicá-

lo, por razões ligadas à precisão, ao estudo da mecânica em presença de doenças 

pulmonares, sendo necessário um modelo de dois ou mais compartimentos, no qual os 

compartimentos apresentem diferentes constantes de tempo, para descrever o 

comportamento mecânico do sistema respiratório. Além disso, essa equação de movimento 

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

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

dependência de freqüência de R e E na faixa de 0-2 Hz (Hantos e cols.,1986, 1987; Barnas 

e cols., 1987; Bates e cols., 1989; Brusasco e cols., 1989), bem como a presença de 

histerese na curva volume-pressão quase-estática em pulmões isolados (Similowski e cols., 

1991). 

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

que consideravam a heterogeneidade de distribuição de gás nos pulmões (Mead, 1961) e a 

viscoelasticidade dos tecidos (Mount, 1955). 



 

 
30

 

Na década de 60, foram descritos os primeiros modelos bicompartimentais para estudo da 

mecânica respiratória, que associavam a natureza multicompartimental do sistema 

respiratório à heterogeneidade da distribuição de gás nos pulmões (Otis e cols.,1956; 

Mead,1969) ou à viscoelasticidade dos tecidos torácicos (Mount, 1955). 

Figura 2 - Modelo linear uni-compartimental. Representação anatômica (A), elétrica (B) e reológica 

(corpo de Voigt, C). R, resistência do sistema respiratório; E, elastância do sistema respiratório; V, 

variações de volume. 

 

Em 1985, Bates e colaboradores representaram a proposta original de Mount na 

forma de um modelo físico composto por elementos elásticos representados por molas e 

por elementos resistivos expressos por amortecedores (Bates e cols., 1985). Os autores 

realizaram uma análise teórica do comportamento não homogêneo do sistema respiratório 

submetido a ventilação mecânica com fluxo inspiratório constante, seguida por uma 

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

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

seguida por uma queda lenta (∆P2) até atingir um platô, que corresponde à pressão de 

retração elástica do sistema respiratório (Pel) (Figura 3). 

A B C
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Figura 3 - Modelo do método de oclusão ao final da inspiração. Registros de volume, fluxo aéreo e 

pressão traqueal em função do tempo.  

 

O modelo de Bates e cols. é constituído por dois submodelos, pulmão e parede 

torácica, apresentando um arranjo em paralelo, uma vez que sofrem a mesma variação de 

volume (Figura 4). A subunidade pulmonar consiste de um amortecedor, representando a 

resistência das vias aéreas (Rinit,L), em paralelo com um corpo de Kelvin, que consiste de 

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

Maxwell, caracterizado por uma mola, componente elástico (E2,L), e um amortecedor, 

componente resistivo (R2,L), dispostos em série. E2,L, R2,L e a constante de tempo 

correspondente (τ2,L=R2,L/E2,L) estimam as propriedades viscoelásticas do pulmão. Já a 

subunidade da parede torácica é representada por uma resistência (Rinit,w) e pelo corpo 

de Kelvin, caracterizado pela elastância estática da parede torácica (Est,w) e pelos 

parâmetros que correspondem a viscoelasticidade (E2w, R2 e τ2w). 

Quando esse modelo é alongado (afastamento das duas barras horizontais) a uma 

velocidade constante (v), a carga da mola E2 aumenta com o tempo (Ti) e a velocidade do 

amortecedor R2 se aproxima da velocidade de alongamento (v). Assim, a força exercida 
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pela mola E2 aproxima-se de R2.v. Se uma manobra de �interrupção de fluxo� for 

realizada, o movimento relativo das duas barras horizontais cessa. Com isso, o 

comprimento da mola E2 diminui gradualmente até atingir seu comprimento de equilíbrio. 

Logo, nesse modelo, o decaimento pressórico lento (∆P2), observado após a interrupção 

do fluxo, é interpretado como equivalente ao relaxamento da mola E2, resultando em 

dissipação calórica de energia no amortecedor R2. 

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

ocorre imediatamente após a oclusão das vias aéreas, durante a insuflação pulmonar com 

fluxo constante, fornece a variação de pressão do sistema respiratório que seria obtida na 

ausência de desigualdades da constante de tempo e �stress relaxation�, ou seja, o 

componente viscoso ou homogêneo do sistema respiratório. A queda mais lenta da 

pressão, que ocorre subseqüentemente até ser atingindo o platô, reflete a pressão 

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

são determinadas, respectivamente, pelo �stress relaxation� e �pendelluft� (Bates e cols., 

1985; Bates e cols., 1988).  

�Stress relaxation� pulmonar é a capacidade do pulmão de se adaptar a uma 

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

permanece sob um comprimento constante (volume), o pulmão pode alterar sua tensão 

com o tempo, logo, o gradiente de pressão diminui progressivamente. O �stress relaxation� 

ocorre após alterações súbitas do comprimento, �strain�. Nesse caso, súbito significa que o 

tempo necessário para o estiramento é menor do que a constante de tempo (τ2 = R2.C2). O 

�stress relaxation� depende do realinhamento da matriz extracelular e de perdas de energia 

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

corresponde à transferência  de  um  pequeno volume de gás dos   compartimentos 

pulmonares de maior pressão para os compartimentos de menor pressão, representando o 

reajuste estático das diferenças regionais de volume pulmonar resultantes de 

desigualdades de constante de tempo (Bates e cols., 1985; Otis e cols., 1956). 
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Figura 4 - Modelo de molas e amortecedores para interpretação da mecânica do sistema respiratório 

com a técnica de interrupção do fluxo, proposto por Bates e colaboradores (Bates e cols., 1985). 

Pulmão e parede torácica apresentam um componente resistivo (Rinit,L e Rinit,w, respectivamente) 

em paralelo com um corpo de Kelvin; este composto por componente elástico (Est,L e Est,w, 

respectivamente) representando a elastância estática dos dois compartimentos em paralelo com um 

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

respectivamente) os quais representam o comportamento viscoelástico. A distância entre as duas 

barras horizontais é análoga ao volume pulmonar (V) e a tensão entre elas é análoga da pressão de 

abertura das vias aéreas (P). 

 

Vários fatores contribuem para o �stress relaxation� no pulmão, como o fenômeno 

de abertura e fechamento das vias aéreas e espaços alveolares, e as perdas de energia 

nos tecidos e na interface ar-líquido. As fibras de colágeno e elastina, isoladamente, 

apresentam pouca adaptação ao estiramento, mas o arranjo da matriz fibro-elástica 

apresenta contribuição significativa para este fenômeno (Horie e cols., 1971). Alguns 

autores ressaltam o papel da interface ar-líquido como o principal determinante do �stress 

relaxation� no pulmão (Horie e cols., 1971). 

O comportamento não homogêneo da parede torácica não está completamente 

esclarecido. A parede torácica pode se comportar como um sistema de dois 

compartimentos, um de baixa complacência, representando pela caixa torácica e outro de 

complacência mais elevada, o abdome (Peslin e cols., 1975). Além disso, a pressão 

intrapleural não é uniforme em toda a cavidade torácica, sendo afetada pela contração do 
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diafragma e pela movimentação do abdome (D�Angelo e cols., 1974). As propriedades 

mecânicas do sistema respiratório podem sofrer influência da parede abdominal, ajudando 

a explicar a queda não homogênea da pressão pleural após a oclusão das vias aéreas (Zin 

e cols., 1989). A abertura extensa da parede abdominal leva ao aumento da elastância e 

resistência, provavelmente secundário à redistribuição de volumes gasosos no pulmão (Zin 

e cols., 1989). 

O primeiro estudo em animais realizado de acordo com o proposto por Bates e cols. 

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

parede, foi realizado por Saldiva e cols. em 1987 (Saldiva e cols., 1987). Posteriormente, 

outros trabalhos também demonstraram a contribuição significativa da parede torácica para 

as desigualdades do sistema respiratório (Auler e cols., 1987; Kochi e cols., 1988a; Zin e 

cols., 1989; D´Angelo e cols., 1994; Moreira e cols., 1997; Macedo-Netto e cols., 1998; 

Rocco e cols., 1999), comprovando que elas podem ser atribuídas aos componentes 

pulmonar e de parede. 

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

permite determinar a contribuição relativa do �pendelluft� (desigualdades de constantes de 

tempo) e do �stress relaxation� (componente viscoelástico) para o desenvolvimento da 

queda lenta observada na pressão traqueal (Bates e cols., 1985; Bates e cols., 1988b; 

Kochi e cols., 1988). No entanto, vários autores acreditam ser a maior contribuição 

representada provavelmente pelo �stress relaxation� (Bates e cols., 1988; Kochi e cols., 

1988; Similowski e cols., 1991). 

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

inspiração, a dependência das resistências pulmonares, de parede e do sistema 

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

isovolume, as resistências pulmonares (Rinit,L), da parede (Rinit,w) e do sistema 

respiratório (Rinit,rs) aumentam linearmente com o aumento do fluxo, enquanto a 

resistência adicional (∆R,L; ∆R,w ou ∆R,rs), determinante da dissipação de energia 
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empregada para vencer o componente viscoelástico e/ou inomogêneo diminui 

exponencialmente. Esse comportamento se reflete na resistência pulmonar total (Rtot,L) 

que é maior em baixos fluxos do que em fluxos intermediários. Na situação de isofluxo, 

aumentando-se o volume, Rinit,L, Rinit,w e Rinit,rs decrescem, enquanto que Rtot,L, Rtot,w 

e Rtot,rs aumentam (D�angelo e cols., 1989; Kochi e cols., 1988a;  Kochi e cols., 1988b). 

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

estudos experimentais utilizando-se cápsulas posicionadas em pontos diferentes da 

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

homogênea através dos pulmões, apresentando pico de pressão coincidente com o ponto 

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

comportamento semelhante ao encontrado na segunda fase da queda de pressão traqueal 

- a queda lenta. Tal observação indica que a variação de pressão responsável pela queda 

lenta (∆P2) ocorre em conseqüência de um fenômeno distal às pequenas vias aéreas, ou 

seja, no tecido pulmonar. Logo, ∆P2 é uma manifestação do comportamento tecidual de 

adaptação ao stress (Bates e  cols., 1988; Saldiva e cols., 1992).  

Apesar de haver diversas técnicas que analisam a mecânica do sistema respiratório, 

nos últimos anos o método da oclusão ao final da inspiração vem sendo bastante utilizado no 

estudo da mecânica respiratória, tanto em animais, quanto em humanos anestesiados (Bates e 

cols., 1985; Auler e cols., 1987; Saldiva e cols., 1987; Kochi e cols., 1988a; D�Angelo e cols., 

1989; D�Angelo e cols., 1994; Macedo-Neto e cols., 1998; Rocco e cols., 1999; Corrêa e cols., 

2001 Rocco e cols., 2004; Xisto e cols., 2005; Fernandes e cols., 2006). Empregou-se este 

método no presente trabalho, por fornecer informações individualizadas acerca do componente 

pulmonar e permitir a análise de suas propriedades elástica, viscosa e viscoelástica. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Apesar das várias causas da SDRA resultarem em alterações patológicas tardiamente, 

caracterizadas como dano alveolar difuso (Blaisdell, 1974; Nash e cols., 1974; Lamy e cols., 

1976; Bachofen e cols., 1977), várias evidências indicam que a fisiopatologia na fase precoce 

da SDRA pode diferir de acordo com o tipo de lesão primária: se diretamente ao epitélio 

alveolar, ou indiretamente, por lesão endotelial (Lamy e cols., 1976; Terashima e cols., 1996; 

Ware & Matthay, 2000). 

A importância da lesão epitelial no desenvolvimento e recuperação da SDRA foi bem 

estabelecida (Pittet e cols., 1997; Wiemer-Kronish e cols., 1991) e o grau de lesão epitelial 

alveolar representa um fator importante para prever a evolução (Matthay e cols., 1990). O 

epitélio alveolar normal compõe-se de dois tipos celulares: pneumócitos tipo I, que representam 

90% da superfície alveolar, sendo facilmente lesados, e pneumócitos tipo II, cujas principais 

funções são: produção de surfactante e transporte de íons. A perda da integridade epitelial na 

SDRA acarreta várias conseqüências: (1) em condições normais, a barreira epitelial mostra-se 

menos permeável do que a endotelial (Wiener-Kronish e cols., 1991), sendo que a lesão 

epitelial pode contribuir significativamente para formação de edema alveolar; (2) a lesão de 

pneumócitos II interrompe o transporte normal de fluidos, dificultando a remoção de exsudato 

do espaço alveolar (Sznajder, 1999), bem como reduz a produção e o turnover de surfactante, 

contribuindo para anormalidades decorrentes da falta ou redução do mesmo (Greene e cols., 

1999); (3) a perda da barreira epitelial pode levar ao choque séptico em pacientes com 

pneumonia bacteriana (Kurahashi e cols., 1999). Desta forma, descreveu-se que na SDRA 

pulmonar havia predomínio de consolidação alveolar, com preenchimento do espaço alveolar 

por células inflamatórias, restos celulares e edema, sendo observada na tomografia 

computadorizada uma redução homogênea nas áreas aeradas pulmonares com obliteração 

das margens broncovasculares, podendo existir broncograma aéreo (Austin e cols., 1996).  
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Em contrapartida, a lesão do endotélio vascular leva ao aumento da permeabilidade desta 

barreira, proporcionando a formação de edema intersticial, com aumento do peso do pulmão e 

conseqüente colapso do espaço alveolar. Além disso, quando a lesão endotelial decorre de um 

quadro de sepse abdominal, as alterações na mecânica da parede torácica seriam mais 

proeminentes, podendo acarretar atelectasias das regiões basais pulmonares devido ao 

aumento da pressão intra-abdominal (Gattinoni e cols., 1998).  

A hipótese de que há diferenças morfo-funcionais entre a SDRA de origem direta e aquela de 

etiologia indireta foi confirmada em estudos experimentais e de necrópsia. No estudo de 

Menezes e cols (Menezes e cols., 2005) apesar do mesmo grau de comprometimento funcional 

encontrado em camundongos nas primeiras 24 horas da lesão, os animais submetidos à lesão 

pulmonar de origem direta apresentaram um processo inflamatório mais pronunciado do que 

aqueles submetidos à lesão indireta, embora os modelos propositadamente apresentassem o 

mesmo grau de comprometimento mecânico. Em modelos de SDRA causada pela 

administração de endotoxina de E. coli, a lesão direta resulta em dano alveolar caracterizado 

pela presença de edema, fibrina, colágeno, agregados de neutrófilos e eritrócitos no interior dos 

espaços alveolares, enquanto na lesão indireta ocorre predomínio de congestão microvascular, 

edema intersticial e dano alveolar menos grave (Brigham e cols., 1986). Hoelz e cols. (Hoelz e 

cols., 2001) demonstraram haver um predomínio de colapso alveolar, exsudato fibrinoso e 

edema da parede alveolar na SDRA direta em relação à lesão por via indireta. Gattinoni e cols. 

(Gattinoni e cols., 1998) evidenciaram aumento similar na elastância estática do sistema 

respiratório (Est,rs) tanto no grupo com SDRA direta como no da lesão indireta. No entanto, na 

SDRA direta a elevação da Est,rs ocorria às custas do grande aumento na elastância pulmonar 

(Est,L). Já na SDRA indireta, o aumento da Est,rs decorria tanto do aumento da Est,L como da 

Est,w. 

Alguns autores sugerem que o comportamento radiológico da SDRA é diferente na 

dependência da sua etiologia. Goodman e cols. (Goodman e cols., 1999) analisaram 

prospectivamente pacientes na fase precoce da SDRA direta (n=22) e indireta (n=11), e 
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constataram predomínio de opacificação em vidro fosco (Austin e cols., 1996) simétrica e 

consolidação dorsal (atelectasia) na SDRA indireta, enquanto a SDRA direta tendia a ser 

assimétrica, com consolidações parenquimatosas densas e opacificações em vidro fosco nas 

mesmas proporções. Winer-Muran e cols. (Winer-Muran e cols., 1998), Desai e cols. (Desai e 

cols., 1999) e Rouby e cols. (Rouby e cols., 2000) encontraram resultados similares, mas não 

idênticos. No entanto, estes estudos apresentam algumas limitações (Gattinoni e cols., 2001). 

Todos utilizaram um pequeno número de pacientes. O tempo entre o início da SDRA e a 

realização do exame não foi uniforme e os parâmetros ventilatórios variaram de estudo para 

estudo. Além disso, o grupo de SDRA indireta incluiu tanto pacientes com doença abdominal 

como pacientes no pós-operatório de cirurgias cardíacas, no quais o colapso do lobo inferior 

esquerdo predomina. Finalmente, lesões diretas e indiretas podem coexistir, resultando em um 

padrão morfológico difícil de interpretar. 

Além disso, vários autores relatam que a resposta terapêutica pode variar entre as síndromes. 

Suntharalingam e cols. (Suntharalingam e cols., 2001) avaliaram 81 pacientes com mesma 

gravidade, caracterizada pela ausência de diferença estatística na pontuação do escore 

APACHE II e relação PaO2/FiO2, e demonstraram que a SDRA direta estava relacionada a um 

maior tempo de ventilação mecânica (17 x 9 dias) e maior resistência ao recrutamento, em 

relação ao grupo de causas indiretas. Após 6 meses de acompanhamento, ambos os grupos 

demonstravam padrão restritivo similar ao estudo da função pulmonar. Apesar destes autores 

não demonstrarem um aumento estatisticamente significativo da mortalidade, o tempo de 

ventilação mecânica foi um indicador importante de pior prognóstico. 

 Pelo exposto, partindo de modelos de LPA pulmonar e extrapulmonar recentemente 

desenvolvidos em nosso laboratório (Menezes e cols., 2005), induzidos por LPS de E. coli e 

caracterizados por graus similares de alterações mecânicas durante as primeiras vinte e quatro 

horas pós-agressão, decidimos estudar, ao longo de oito semanas, a resposta morfo-funcional 

do pulmão após a indução da lesão pulmonar aguda direta e indireta, para melhor comprender 

as alterações fisiopatológicas na fase mais tardia da afecção. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 - Objetivos Gerais 

1 � Avaliar temporalmente os efeitos da instilação intratraqueal e intraperitoneal de LPS de 

Escherichia coli. 

2 � Estabelecer um paralelo entre a evolução temporal da LPA de origem  direta e indireta 

induzidas por LPS de Escherichia coli. 

3 � Testar a hipótese de que alterações precoces na mecânica e histologia pulmonares 

não constituem parâmetros preditores da evolução temporal do remodelamento pulmonar. 

 

3.2 - Objetivos Específicos 

 

 Avaliar temporalmente os efeitos da instilação intratraqueal e da injeção 

intraperitoneal de LPS de Escherichia coli sobre: 

• as propriedades elásticas, resistivas e viscoelásticas e/ou inomogêneas do 

pulmão pelo método de oclusão ao final da inspiração; 

• as características morfométricas e contagem leucocitária total e diferencial 

no parênquima pulmonar; 

• o conteúdo de fibras colágenas e do sistema elástico; 

• a ultraestrutura do parênquima pulmonar; 

• a expressão de metaloproteinases. 
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4 - MATERIAIS E MÉTODOS: 

4.1 - Grupos Experimentais: 

Os animais utilizados, oriundos do biotério do Laboratório de Fisiologia da 

Respiração do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro, foram cuidados conforme o guia preparado pelo Comitê de Cuidados e Uso dos 

Animais de Laboratório do Conselho Nacional de Pesquisas dos Estados Unidos (U. S. 

Department of Health and Humane Services, 1985). Aprovado pela Comissão de Ética em 

Pesquisa Animal (CAUAP) do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho. 

Sessenta camundongos BALB/c, pesando 25±5 g (média±DP) foram aleatoriamente 

divididos em quatro grupos principais: no grupo controle os animais receberam solução 

salina (NaCl a 0,9%) intratraquealmente (0,05 ml i.t.), constituindo o grupo Cp (n=6) ou 

injeção de solução salina intraperitonealmente (0,5 ml i.p.), compondo o grupo Cexp (n=6). 

LPS de E. coli (O55:B5) foi administrado por via i.t. (10 µg diluídos em solução salina, 

solução final com 0,05 ml) para o grupo ALIp (n=24) e por via i.p. (125 µg diluídos em 

solução salina, solução final com 0,5 ml) para o grupo ALIexp (n=24). Para a instilação 

traqueal os animais foram anestesiados com sevofluorano e uma incisão cervical de 

aproximadamente 1 cm foi realizada, expondo a traquéia. Após a instilação de solução 

salina ou LPS de E. coli a incisão era suturada. Os animais se recuperaram rapidamente 

da cirurgia. 

A dose de LPS de E. coli foi suficiente para elevar em 1,5 vezes a elastância 

estática do pulmão nos grupos ALI, quando comparados com os grupos C (Menezes e 

cols., 2005). 

Todos os animais foram submetidos à análise de mecânica e histologia pulmonares 

em 24 h, 1, 3 e 8 semanas após a indução da lesão (n=6 para cada tempo especificado). 

Após a realização da medida da mecânica respiratória in vivo os animais foram 

sacrificados e tiveram seus pulmões removidos para análise da morfometria pulmonar, 
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quantificação da celularidade total e diferencial, quantificação do conteúdo de fibras 

colágenas e elásticas, análise por microscopia eletrônica e da expressão de MMPs. 

 

4.2 � Mecânica Respiratória: 

  Nos dias acima especificados, os animais foram sedados com diazepam (1 mg i.p.), 

em seguida pesados (balança Filizola, modelo BR, Indústrias Filizola SA, SP, Brasil) e, 

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

Depois de anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena mesa sob 

foco cirúrgico em decúbito dorsal, sendo seus membros fixados por esparadrapo. Os 

membros superiores foram mantidos horizontalmente abduzidos a 90 graus em relação ao 

corpo e os membros inferiores estendidos em diagonal. Após o posicionamento cirúrgico, 

foi realizada traqueotomia com introdução de jelco 20G com 32 mm de comprimento e 0,8 

mm de diâmetro interno, sendo a cânula fixada à traquéia por meio de fios de algodão. Os 

animais foram paralisados com trietiliodeto de galamina (2 mg/kg, através de administração 

intra-peritoneal). 

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

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

Uruguai) com freqüência de 100 incursões respiratórias por minuto e um volume corrente 

(VT) de 0,2 mL. 

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

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

estendida, superficialmente, ao longo da parede torácica sobre o esterno, sendo, então, a 

pele do animal retirada por tração lateral. A seguir, a incisão abdominal foi estendida 

lateralmente, para a esquerda e para a direita, seguindo o bordo inferior das costelas, até 

atingir a linha axilar anterior, bilateralmente. As vias aéreas foram ocluídas ao final da 

expiração. Neste tempo foi possível visualizar o diafragma. Justo antes da perfuração do 

diafragma, a cânula traqueal foi conectada ao transdutor de pressão. Após a seção do 
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diafragma, a pressão se elevava e representava a pressão de retração elástica do pulmão. 

Tal valor pressórico foi aplicado ao sistema como pressão positiva ao final da expiração 

(PEEP) de aproximadamente 2 cmH2O, a fim de evitar o desenvolvimento de colapso 

pulmonar e atelectasias (Saldiva e cols, 1992; Rodrigues e cols., 1993). Após retirar o 

diafragma, a parede torácica foi removida em bloco por incisões longitudinais bilaterais ao 

nível da linha axilar anterior, em toda sua extensão, e seção transversal abaixo das 

clavículas. 

O ventilador foi ajustado previamente para gerar, quando desejado, uma pausa de 5 

segundos ao final da inspiração. Foram tomados cuidados especiais na manutenção do 

volume (VT = 0,2 mL) e fluxo (V�= 1 mL/s) constantes em todos os animais, a fim de evitar 

os efeitos de diferentes fluxos, volumes e duração da inspiração nas variáveis medidas 

(Kochi e cols., 1988a, 1988b; Similowski e cols., 1989). 

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

descrito por Mortola e Noworaj (Mortola & Noworaj, 1983), sendo o respirador acoplado à 

outra extremidade do pneumotacógrafo. Este é constituído por cânula metálica com duas 

saídas laterais conectadas a um transdutor diferencial de pressão, Validyne MP 45-2 

(Engineering Corp, Northridge, CA, EUA), para medida de fluxo aéreo e volume corrente. 

Através de outra saída lateral, a via aérea foi conectada a um transdutor diferencial de 

pressão Validyne MP 45-2 (Engineering Corp, Northridge, CA, EUA) para medida da 

pressão traqueal (Ptr).  

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

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

1981; Loring e cols., 1979). O espaço morto do equipamento foi de 0,3 mL. Todos os sinais 

foram condicionados e amplificados num polígrafo Beckman tipo R (Beckman Instruments 

Schiller Park, IL, EUA). Os sinais de pressão e fluxo foram passados através de filtros 

Bessel de 8 polos (902LPF, Frequency Devices, Haverhill, MA, EUA), convertidos de 

analógico para digital (DT-2801A, Data Translation, Malboro, MA, EUA) e armazenados em 
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computador. Todos os dados foram coletados usando o software LABDAT (RHT-InfoData 

Inc., Montreal, Quebec, Canadá) (Figura 5). 

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

com aspirações e insuflações, para eliminar possíveis interferências sobre os parâmetros 

medidos. 

Os parâmetros da mecânica respiratória foram determinados 24 horas, 1, 3 e 8 

semanas após a instilação ou injeção de LPS ou salina, cada tempo constituindo um grupo 

específico de animais. A mecânica respiratória foi obtida através da captação de 15 ciclos 

respiratórios, pelo método da oclusão ao final da inspiração (descrito a seguir). 
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 Figura 
5 � Montagem experimental consistindo de: 
1 - Cilindro de ar comprimido. 

2 - Válvula redutora de pressão. 

3 - Ventilador de fluxo inspiratório constante composto por duas válvulas solenóides. 

4 - Pneumotacógrafo. 

5 - Peça T para medida de pressão nas vias aéreas. 

6 - Cânula traqueal. 

7 - Mesa cirúrgica. 

8 - Transdutor diferencial de pressão para medida de pressão nas vias aéreas. 

9  - Transdutor diferencial de pressão para medida de fluxo. 

10 - Polígrafo de oito canais para condicionamento e amplificação dos sinais de fluxo e 

pressão. 

11 - Filtros + Conversor analógico-digital de 12 bits. 

12 - Microcomputador.  
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4.2.1 - Método de Oclusão ao Final da Inspiração: 

A mecânica respiratória foi avaliada pelo método de oclusão ao final da inspiração (Bates e 

cols., 1985), que permite analisar separadamente os componentes elástico, resistivo e 

viscoelástico e/ou inomogêneo do sistema respiratório. 

No animal com o tórax aberto, a Ptr é, na realidade, a pressão transpulmonar (PL). 

Após a oclusão das vias aéreas ao final da inspiração, sob fluxo constante, ocorre uma 

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

assume caráter mais lento, atingindo um platô em sua porção terminal. Esta fase de platô 

corresponde à pressão de retração elástica do pulmão (Pel). A diferença de pressão (∆P1) 

que caracteriza a queda rápida inicial, representada pela diferença entre a pressão máxima 

inicial (Pmax) e o ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta (Pi), corresponde ao 

componente viscoso pulmonar. A segunda variação de pressão (∆P2), representada pela 

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

viscoelástico (�stress relaxation�) e/ou inomogêneo (�pendelluft�) do tecido pulmonar. A 

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

6). 
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Figura 6 � Método de oclusão ao final da inspiração. Registros dos sinais de fluxo aéreo, volume 
(V) e pressão transpulmonar (PL) em função do tempo. Os pulmões foram ventilados com volume 
corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1 mL/s. O platô foi alcançado após uma pausa inspiratória de 5 
s. Após a oclusão das vias aéreas, há uma queda rápida na PL (∆P1) que corresponde a Pmax � Pi, 
pressão dissipada para vencer o componente viscoso do pulmão, seguida por uma queda lenta 
(∆P2), pressão dissipada para vencer os componentes viscoelástico e/ou inomogêneo do pulmão, até 
um ponto de equilíbrio elástico, representado pela pressão de retração elástica pulmonar (Pel). A 
linha de base do registro de pressão corresponde à pressão positiva ao final da expiração (PEEP) de 
2 cmH2O. Ins, inspiração. VT, volume corrente. 

 

A elastância estática (Est) do pulmão foi, então, obtida dividindo-se Pel pelo volume 

corrente. 

Para a realização da oclusão, o aparelho utiliza uma válvula com tempo de 

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

volume nunca cai a zero imediatamente após a oclusão, propiciando, assim, a existência 
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de um pequeno fluxo. Este fluxo será responsável pelo aumento do volume pulmonar e, 

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

(Kochi e cols., 1988a). 

As seguintes fórmulas foram utilizadas na análise da mecânica pulmonar: 

∆P1 = Pmax � Pi 

∆P2 = Pi � Pel 

∆Ptot = ∆P1 + ∆P2 

Est = Pel / VT 

 
Onde: 

∆P1 = variação de pressão relativa ao componente viscoso pulmonar 

∆P2 = variação de pressão relativa ao componente viscoelástico e/ou inomogêneo  

pulmonar 

∆Ptot = variação total de pressão resistiva pulmonar 

Pmax = pressão pulmonar máxima atingida 

Pi = pressão pulmonar no ponto de inflexão 

Pel = pressão de retração elástica pulmonar 

Est = elastância estática do pulmão 

VT = volume corrente 

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

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

registro das variações de pressão (∆P). Uma vez que R = ∆P / V�, a resistência do 

equipamento corresponde ao coeficiente angular da curva ∆PxV�. A Req, constante até 

fluxos de 26 mL/s (bem acima da faixa de fluxo utilizada no presente experimento), foi de 

0,12 cmH2O/mL/s. A variação de pressão determinada pelo equipamento (∆Peq = Req.V�) 

foi subtraída das pressões resistivas do pulmão, de tal forma que os resultados 

representam suas propriedades mecânicas intrínsecas 
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4.3 - Remoção dos Pulmões e Análise Histopatológica: 

 Ao término do experimento, o animal foi imediatamente sacrificado por seção da 

aorta abdominal e veia cava inferior, e a traquéia foi ocluída ao final da expiração com um 

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

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

aéreas. A pinça que prendia o esôfago era suavemente tracionada para cima, permitindo 

separá-lo das estruturas aderidas à parede torácica posterior. Com todas as estruturas 

individualizadas, a traquéia foi secionada acima do local ligado pelo fio e, posteriormente, o 

esôfago foi separado do conjunto por leve tração. 

Os pulmões esquerdos foram resfriados por imersão rápida em nitrogênio líquido 

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

clorofórmio 30% e ácido acético 10%) a -70º C por 24 h. Após esse período, o material foi 

desidratado progressivamente através de imersão em soluções com concentração 

crescente de etanol (Nagase e cols., 1996): 

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

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

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

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

Depois da fixação, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes 

histológicos com 3 µm de espessura. 

As lâminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com hematoxilina e 

eosina (H&E) e analisadas por microscopia óptica (Axioplan, Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha) segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos. Para a análise descritiva, 

toda a superfície da lâmina foi observada com as estruturas pulmonares representadas.  

A análise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de contagem de 

pontos (�point-couting�) (Gundersen e cols., 1988), utilizando-se uma ocular acoplada ao 

microscópio, contendo um sistema de referência de 100 pontos e 50 segmentos de reta 
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(Figura 7). Foram avaliados dez campos aleatórios e não coincidentes por lâmina, em um 

aumento de 200x. Foi quantificada a fração de área ocupada por alvéolos normais, 

colapsados e hiperinsuflados. O número de leucócitos totais e diferenciais 

(polimorfonucleares e mononucleares) por área de tecido pulmonar foi quantificado com 

aumento de 1000x. Pontos que caíram sobre área de tecido e não nos espaços alveolares 

foram computados e divididos pelo número total de pontos. Para computar o diâmetro 

alveolar médio (Lm) foram contados o número de interceptos alveolares, em 20 campos 

aleatórios, em cada lâmina, em um aumento de 200x, sendo: Lm = Σ do comprimento dos 

segmentos de reta (1250 µm)/ nº de interceptos. 

As lâminas também foram coradas com métodos específicos para quantificação de 

fibras colágenas e sistema elástico. Colágeno: Os tecidos foram corados em solução de 

Sirius Red dissolvido em solução saturada de ácido pícrico e observados sob microscopia 

de luz polarizada, uma vez que a acentuação da birrefringência do colágeno promovida 

pelo método de polarização de picrosirius é específica para estruturas colágenas (Montes, 

1996). Fibras do sistema elástico: Foi utilizado o método de resorcina-fucsina de Weigert 

modificado com oxidação (ORF) (Fullmer e cols., 1974), onde as fibras elásticas foram 

identificadas como fibras negras. Em cada animal, foram analisados 10 campos 

randomicamente selecionados. A quantificação foi feita por um sistema de análise e 

programa específico (Bioscan-Optimas 5:1, Bioscan Incorporated, Edmond, WA, EUA) em 

um aumento de 200x. As imagens foram geradas por um microscópio (Axioplan, Zeiss, 

Oberkochen, Alemanha) conectado a uma câmera (Sony Triniton CCD, Sony, Tóquio, 

Japão). A área ocupada pelas fibras foi determinada por reconhecimento densitométrico 

digital. Com o objetivo de evitar erros de medida, as áreas ocupadas pelas fibras colágenas 

ou elásticas, medidas no septo alveolar, foram divididas pelo comprimento de cada septo 

(Negri e cols, 2000). Foram quantificadas seis lâminas de cada grupo. 
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Figura 7 � Retículo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificação dos parâmetros 
morfométricos. 
 

4.4 - Microscopia Eletrônica de Transmissão: 

Para a análise por microscopia eletrônica foram retirados dois fragmentos de parênquima 

pulmonar do pulmão direito de cada animal (0,2 x 0,2 x 0,2 cm). Os fragmentos foram 

colocados em glutaraldeído 2% em tampão fosfato 0,1 M e pH 7,4 por 2 h, sendo 

posteriormente lavados em solução de sacarose, constituída de 4,5 g de NaCl e 8,9 g de 

sacarose diluídos em 500 mL de água destilada, até a pós-fixação. A seguir, os fragmentos 

foram imersos em solução de tetróxido de ósmio (1% em água, contendo 133 mg de 

sacarose por mL) por 2 h. Após a lavagem em água bidestilada as preparações foram 

colocadas na geladeira em acetato de uranila 0,5% contendo 133 mg de sacarose, por um 

tempo que variou de 2 a 24 h. O processo foi continuado, efetuando-se a desidratação em 
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concentrações crescentes de álcool etílico, progredindo gradativamente até álcool absoluto, 

sendo, então, o tecido passado em óxido de propileno por 15 minutos (2 vezes). Iniciando a 

fase de embebição, as amostras foram colocadas em misturas de partes iguais de óxido de 

propileno e resina (araldite). Os frascos contendo os fragmentos foram colocados para girar 

(1 rotação a cada 4 minutos, por 1 hora). Posteriormente, as peças foram colocadas por 16 

h em resina, com a seguinte composição: 10 mL de araldite (Cy-205), 8 mL de endurecedor 

DDSA (anidrido de ácido doxecenil succínico), 0,5 mL de acelerador (N-benzildimetilamina) 

e 0,1 mL de plastificante (dibutilftaltato). Ao término de 16 h, as amostras foram colocadas 

em moldes de silicone com nova resina, para polimerização em estufa a 60°C, por 5 dias. 

Concluída a polimerização, os espécimes foram aparados e cortes semifinos obtidos com o 

ultramicrótomo Porter Blum MT2 (Sorvall, Waltham, MA, EUA). Tais cortes, com 0,5 µm de 

espessura foram montados em lâminas de vidro e corados com uma mistura de azul de 

metileno a 1% e azur II, em partes iguais e a quente. Nestes cortes, selecionaram-se áreas 

representativas das lesões. De cada espécime, 2 blocos, contendo aproximadamente 10 

fragmentos cada um, foram submetidos à análise para seleção dos cortes ultrafinos. 

Para o estudo ultraestrutural, os cortes ultrafinos com espessura em torno de 90 

nanomêtros foram contrastados pelo acetato de uranila a 2% durante 30 minutos e, 

finalmente, por citrato de chumbo por 10 minutos. A observação dos cortes e as 

eletromicrografias foram realizadas em microscópio eletrônico JEOL (JEOL 1010, Tóquio 

Japão). 
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4.5 � Quantificação das Metaloproteinases: 

A presença de metaloproteinases 9 (MMP-9) foi analisada por imunohistoquímica, 

utilizando a técnica peroxidase-LSAB (Dako,Carpinteria, CA EUA). A recuperação do 

antígeno foi realizada por aquecimento das lâminas por 3 minutos em um banho contendo 

ácido cítrico (10 mM em pH 6) e a atividade da peroxidase endógena foi bloqueada 

colocando-se as lâminas em peróxido de hidrogênio a 2% por 30 minutos. As lâminas 

foram, então, lavadas em água deionizada e, em seguida, em salina contendo albumina 

bovina a 0,1%. Para evitar colorações não-específicas, as lâminas foram imersas em soro 

de coelhos normais a 20% por 10 minutos. A seguir, realizou-se a imersão no anticorpo 

primário (MMP-9 monoclonal 56-2A4, Dako, Carpinteria, CA, EUA) em uma diluição de 

1:100. Posteriormente, foram novamente postas em salina e, depois, em anti IgG de 

coelhos (Dako, Carpinteria, CA, EUA) em uma diluição 1:400. A reação produto foi 

desenvolvida utilizando-se tetrahidrocloreto de diaminobenzidina. Finalmente, o tecido foi 

desidratado, fixado em parafina e corado com hematoxilina. Os controles positivos foram 

incluídos, assim como os controles negativos, sem o anticorpo primário. 

Utilizando-se uma ocular acoplada ao microscópio contendo um sistema de 

referência de 100 pontos e 50 segmentos de reta (Figura 7) quantificamos a expressão de 

metaloproteinases. Primeiro, em um menor aumento, selecionamos a região de maior 

expressão. Em seguida, em um aumento de 400x utilizou-se o sistema de retículo para 

quantificar a fração de pontos que se sobrepuseram a essas estruturas. Foram contados 

10 campos para se obter um resultado final em percentual de estruturas coradas (Pinto e 

cols., 2003). 

 

4.6 � Análise estatística: 

 Os valores finais foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov (com 

correção de Lilliefors) para avaliar a normalidade de suas distribuições. A seguir foi 
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aplicado o teste da mediana de Levene, para verificar a igualdade de variâncias. Se os 

dados satisfizessem ambos, eram aplicados testes paramétricos. No caso de qualquer um 

deles não ser satisfeito, testes não-paramétricos foram empregados.  

Quando ambas as condições foram satisfeitas a análise de variância one-way 

ANOVA foi empregada e quando múltiplas comparações foram necessárias utilizou-se o 

teste de Bonferroni para avaliar as diferenças entre cada grupo pulmonar ou extrapulmonar 

comparados com seus respectivos controles. Em caso negativo, a ANOVA de Kruskal-

Wallis, seguida pelo test de Dunn foi utilizada. 

Uma ANOVA de dupla entrada foi utilizada para estabelecer comparações entre os 

grupos ALIp e ALIexp considerando a etiologia e o tempo de lesão como os dois fatores 

para a análise. 

A relação entre parâmetros mecânicos e morfométricos foi avaliada pela correlação 

de Spearman. 

Em todos os testes, o nível de significância foi de 5%.  

A análise estatística foi realizada com o programa estatístico SigmaStat 3.0 (Jandel 

Scientific, San Rafael, CA, EUA).  
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5-RESULTADOS 

5.1. MECÂNICA RESPIRATÓRIA 

 

Os valores de volumes e fluxos utilizados durante o experimento estão mostrados 

na tabela 4 e não variaram significativamente entre os grupos estudados. 

As diferenças entre os parâmetros de mecânica respiratória (Est,   ∆P1,  ∆P2 e 

∆Ptot) observadas entre os animais dos grupos que receberam salina (Cp e Cexp) e os dos 

grupos que receberam 10 µg ou 125 µg de LPS (ALIp e ALIexp) estão, também, 

representadas na Tabela 4 e na Figuras 8 e 9.  

Em 24 h após a indução da lesão, todos os parâmetros de mecânica pulmonar 

aumentaram em mesma proporção em ALIp e ALIexp.  

Os animais dos grupos que receberam 10 µg de LPS (ALIp24, ALIp1, ALIp3 e 

ALIp8) apresentaram aumento significativo de ∆P1, ∆P2, ∆Ptot e Est em relação aos 

animais do respectivo grupo controle (Cp), ao longo do período de estudo. Est apresentou 

aumento significativo após 24 h (70%) e uma semana de lesão (54%) em relação aos 

animais grupo controle (Cp). Em 3 semanas de lesão Est retornou a valores similares aos 

dos animais do grupo controle. ∆P1, ∆P2 e ∆Ptot permaneceram elevados até oito 

semanas após a indução da lesão pulmonar direta. 

Na lesão extrapulmonar, todos os parâmetros de mecânica aumentaram em 24h 

após a agressão e retornaram a valores semelhantes aos do grupo controle (Cexp) após 

uma semana (ALIexp1) (Figuras 8 e 9). 
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Figura 8: Valores representam média + EPM de 6 animais em cada grupo (10 

determinações por animal). Barras coloridas representam variações das pressões viscosa 

(�P1,L), e as barras brancas a pressão para vencer os componentes 

viscoelásticos/inomogêneos (�P2,L). A coluna inteira representa a variação de pressão 

total (�Ptot,L). Nos grupos controle (C) solução salina foi intratraquealmente instilada (Cp, 

i.t. 0,05 ml) e intraperitonealmente injetada (Cexp i.p. 0,5 ml) enquanto os animais 

submetidos a lesão pulmonar aguda (ALI) receberam instilação intratraqueal (i.t.) e injeção 

intraperitoneal (i.p.) de lipopolissacarídeo de E.coli (10 �g e 125 �g, respectivamente). Os 

parâmetros de mecânica foram analisados 24 horas, 1, 3 e 8 semanas após a indução da 

lesão. a-b Letras iguais representam valores significativamente iguais dentro do mesmo 

grupo de lesão (p ≤ 0,05).  * Significativamente diferente do respectivo grupo em ALIp. 

  

C 24 1 3 8 C 24 1 3 8
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

b
bb b

b
bb

b

b

b

expp

ALI ALI

∆P
 (c

m
H

2O
)

a

a

a

a

a

a

a

aa a

b
bb

b

a

b

a

a

a

a

*
*

*

C 24 1 3 8 C 24 1 3 8
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

b
bb b

b
bb

b

b

b

expp

ALI ALI

∆P
 (c

m
H

2O
)

a

a

a

a

a

a

a

aa a

b
bb

b

a

b

a

a

a

a

*
*

*



 

 
61

 

 

 Figura 9: Valores representam média + EPM de 6 animais em cada grupo (10 

determinações por animal). Barras representam a elastância estática (Est,L) do pulmão. 

Nos grupos controle (C) solução salina foi intratraquealmente instilada (Cp, i.t. 0,05 ml) e 

intraperitonealmente injetada (Cexp i.p. 0,5 ml), enquanto os animais submetidos a lesão 

pulmonar aguda (ALI) receberam instilação intratraqueal (i.t.) e injeção intraperitoneal (i.p.) 

de lipopolissacarídeo de E.coli (10 �g e 125 �g, respectivamente). Os parâmetros de 

mecânica foram analisados 24 horas, 1, 3 e 8 semanas após a indução da lesão. a-b Letras 

iguais representam valores significativamente iguais dentro do mesmo grupo de lesão (p ≤ 

0,05).  

C 24 1 3 8 C 24 1 3 8
0

10

30

40

50
b

ALI

20

ALI

p exp

b

b

Es
t(

cm
H

2O
.m

l-1
)

a
a

a
a

a
a

a

C 24 1 3 8 C 24 1 3 8
0

10

30

40

50
b

ALI

20

ALI

p exp

b

b

Es
t(

cm
H

2O
.m

l-1
)

a
a

a
a

a
a

a



 

 
62

 

5.2. ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA E MORFOMÉTRICA 

5.2.1. Análise Qualitativa 

 

Na análise histopatológica qualitativa foi observada presença de edema 

perivascular apenas nos grupos estudados 24 h após a instilação de LPS de E. coli (ALIp, 

10 µg e ALIexp 125 µg) (Figura 10). Ocorreu hiperplasia do epitélio de vias aéreas em 

todos os grupos ALIp, mesmo após 8 semanas de lesão (Figura 11). Nos grupos ALIp e 

ALIexp podemos observar espessamento dos septos alveolares e áreas de 

inomegeneidades no parênquima pulmonar (Figuras 12 e 13). O aumento da celularidade 

também pode ser visto nos grupos ALIp24 e ALIexp após 24 horas de lesão. 
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Figura 10: Fotomicrografias de parênquima pulmonar dos grupos de lesão pulmomar 

aguda (ALIp e ALIexp) 24 horas após a indução da lesão. Nota-se edema perivascular 

após 24 horas da indução da lesão seja ela por via direta ou indireta. Lâminas coradas com 

hematoxilina e eosina. Aumento original de 400x. 

50µm 50µm 
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Figura 11: Fotomicrografias de parênquima pulmonar dos grupos controle (Cp e Cexp), e 

com lesão pulmonar aguda após a instilação intratraqueal ou injeção intraperitoneal de 

lipopolissacarídeo de E. coli 24 horas (ALIp24 e ALIexp24), 1, 3 e 8 semanas (ALIp1, 

ALIexp1, ALIp3,  ALIexp3, ALIp8 e ALIexp8) após a indução da lesão. Nos grupos 

controles observam-se vias aéreas e parênquima pulmonar com aspecto normal. Nota-se 

hiperplasia nas vias aéreas e espessamento dos septos alveolares em todos os grupos 

ALIp e em ALIexp24. Lâminas coradas com hematoxilina e eosina. Aumento de 400x. 
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Figura 12: Fotomicrografias de parênquima pulmonar dos grupos controle (Cp) e com 

lesão pulmonar aguda (ALI) após a instilação intratraqueal de lipopolissacarídeo de E. coli 

24 horas (ALIp24), 1, 3 e 8 semanas (ALIp1, ALIp3 e ALIp8, respectivamente) após a 

instilação. No grupo controle observa-se parênquima pulmonar íntegro. Nota-se maior 

colapso alveolar e espessamento dos septos alveolares 24 horas e uma semana após a 

indução da lesão. Em 8 semanas, observa-se, ainda, colapso alveolar, porém o 

parênquima pulmonar já se apresenta mais homogêneo, semelhante ao do grupo controle. 

Lâminas coradas com hematoxilina e eosina. Aumento original de 100x.  

Cp 100µm

ALI 24
100µm 100µm 

100µm
ALIp8

100µm 
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Figura 13: Fotomicrografias de parênquima pulmonar dos grupos controle (Cexp), e com 

lesão pulmonar aguda (ALI) após a instilação intraperitoneal de lipopolissacarídeo de E. coli 

24 horas (ALIexp24), 1, 3 e 8 semanas (ALIexp1, ALIexp3 e ALIexp8, respectivamente) 

após a injeção. No grupo controle observa-se parênquima pulmonar íntegro. Nota-se maior 

colapso alveolar e espessamento dos septos alveolares 24 horas após a indução da lesão. 

Em 1 semana observamos o parênquima pulmonar mais homogêneo, tornando-se 

progressivamente mais semelhante ao parênquima pulmonar do grupo controle. Lâminas 

coradas com hematoxilina e eosina. Aumento original de 100x. 
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5.2.2. Análise Quantitativa 

 

Os valores obtidos na análise quantitativa dos grupos controle (Cp e Cexp) e dos 

animais submetidos à lesão pulmonar aguda (ALIp e ALIexp) encontram-se nas tabelas 5 e 

6. Os valores representam as médias de 6 lâminas por grupo, com a observação de 10 

campos não coincidentes aleatoriamente escolhidos por lâmina. 

A quantificação de leucócitos no septo alveolar evidenciou aumento significativo no 

conteúdo de polimorfonucleares (PMN) 24 horas (ALIp24 e ALIexp24) após a indução da 

lesão. Não houve diferenças no aumento do conteúdo de células em virtude da via de 

lesão (Tabela 5). Durante o curso da lesão pulmonar aguda direta, o percentual de PMN 

permaneceu elevado até a terceira semana após a indução da lesão (ALIp3), retornando a 

valores similares ao do grupo controle (Cp) em oito semanas (ALIp8) Tabela 5. Durante a 

lesão pulmonar de origem indireta observamos aumento no conteúdo de células 

polimorfonucleares no parênquima pulmonar em apenas 24 horas (ALIexp24), sendo a 

expressão de células semelhante a valores controle (Cexp) em uma semana (ALIexp1).  

O conteúdo total de MN foi significativamente menor nos grupos submetidos à lesão 

pulmonar (ALIp e ALIexp), quando comparados aos grupos controles (Cp e Cexp). Não 

houve diferença entre os animais dos grupos que receberam LPS i.t. ou i.p. (Tabela 5). 

Na análise morfométrica do parênquima pulmonar se observou uma redução na 

fração de alvéolos normais nos grupos que receberam 10 µg de LPS i.t. sendo esta 

redução mais evidenciada em 24 h (ALIp24). Observando o parênquima pulmonar após três 

e oito semanas de lesão pode-se notar melhora no colapso alveolar, exibindo estes tecidos 

maior quantidade de alvéolos normais. A fração de alvéolos normais em oito semanas de 

lesão pulmonar direta (ALIp8) se assemelha ao valor apresentado pelo grupo controle (Cp). 

A fração de alvéolos colapsados aumenta significativamente em 24 horas (1202%) e em 

uma semana de lesão (526%). Em oito semanas a fração de alvéolos colapsados de ALIp 

aproxima-se do grupo controle (Cp) (Tabela 6 e Figura 12). 
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Ao observamos o parênquima pulmonar dos animais submetidos à lesão pulmonar 

aguda extrapulmonar (ALIexp), notamos que nas primeiras 24 horas (ALIexp24) o 

parênquima pulmonar também apresentou aumento acentuado nas áreas de colapso 

alveolar (1036%) com redução significativa do percentual de alvéolos normais, quando 

comparado com o respectivo grupo controle (Cexp) (Tabela 6 e Figura 13). Porém, 

diferentemente da lesão de origem direta ao parênquima pulmomar houve recuperação 

mais precoce das areas de colapso alveolar, apresentando-se o parênquima pulmonar mais 

organizado em uma semana de lesão (ALIexp1), com normalização das áreas colapsadas 

(Tabela 6 e Figura 13). 

Nas primeiras vinte e quatro horas de lesão os grupos que receberam LPS (ALIp24 

e ALIexp24) mostraram diâmetros alveolares médios (Lm) similares e significativamente 

menores do que o apresentado pelo respectivo grupo controle. Tal comportamento 

permanece nos grupos sumetidos à lesão pulmonar aguda direta até a oitava semana de 

lesão (ALIp8), enquanto nos grupos submetidos à lesão pulmonar indireta (ALIexp) houve 

restauração do Lm após uma semana de lesão (ALIexp1) (Tabela 6). 

Houve aumento no conteúdo de fibras colágenas nos grupos submetidos à lesão 

pulmonar aguda 24 horas após a indução da lesão (ALIp24 e ALIexp24). Entretanto, nos 

grupos submetidos à lesão pulmonar direta o aumento do conteúdo de fibras colágenas se 

manteve até a oitava semana de lesão (ALIp8), enquanto que naqueles submetidos à lesão 

pulmonar indireta, o conteúdo destas fibras já retorna a valores semelhantes ao do grupo 

controle (Cexp) na primeira semana de lesão (ALIexp1) (Tabela 7 e Figuras 14,  15 e 16). 

As fibras elásticas foram evidenciadas mais tardiamente no parênquima pulmonar 

durante o curso da lesão pulmonar aguda direta, em uma semana, ALIp1, assim 

permanecendo até o final do estudo. Não houve evidência de aumento no conteúdo de 

fibras elásticas na lesão pulmonar indireta (Figuras 17, 18 e 19). 

O aumento no conteúdo de fibras colágenas pode ser evidenciado pela maior 

refringência em ALIp24 e ALIexp24, ALIp1, ALIp3 e ALIp8, (Figuras 15 e 16), ao passo o 
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das fibras elásticas pode ser visualizado pela maior quantidade de filamentos enegrecidos 

nos septos alveolares em ALIp1, ALIp3 e ALIp8 em relação a Cp. Não houve variação na 

quantidade de fibras elásticas no grupo exp (Figuras 18 e 19). 
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Tabela 5 � Percentual de mononucleares e de polimorfonucleares por área de tecido 

pulmonar dos grupos controle e submetidos à lesão pulmonar aguda. 

Grupos PMN (%) MN (%) 

Intratraqueal 

Cp 15,55±0,73 21,47±0,93 

ALIp24 30,71±2,80* 4,19±1,34* 

ALIp1 27,88±1,40* 2,92±0,58* 

ALIp3 30,80±1,62* 1,76±0,83* 

ALIp8 22,83±1,48* 2,06±0,50* 

Intratraperitoneal 

Cexp 10,95±1,50 21,25±1,10 

ALIexp24 33,10±3,55* 4,81±1,33* 

ALIexp1 15,81±1,29 1,85±0,41* 

ALIexp3 17,80±1,10 1,08±0,08* 

ALIexp8 10,93±0,73 4,65±1,19* 

 
Fração de área de tecido ocupada por células. PMN = polimorfonucleares, MN = 

mononucleares. Os valores correspondem à média de 10 campos por lâmina de seis 

animais de cada grupo ± erro padrão dos grupos: controle (Cp e Cexp) e submetidos à 

lesão pulmonar (ALIp e ALIexp) 24 horas, 1, 3 e 8 semanas após a indução da lesão. 

*Valores significativamente diferentes em relação ao respectivo grupo controle (p ≤ 0,05).  
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Tabela 6 � Morfometria do Parênquima Pulmonar.  

 Normal (%) Colapso (%) Lm (µm) 

Intratraqueal 

Cp 95,80±0,15 4,20±0,15 40,99±1,20 

ALIp24 49,50±1,99* 50,50±1,90* 30,02±0,57* 

ALIp1 77,92±2,06*# 22,09±2,06*# 33,55±0,34*# 

ALIp3 85,32±0,46*#§ 14,80±0,46*#§ 35,47±0,90*# 

ALIp8 90,42±0,30*#§� 9,60±0,29*#§� 36,08±0,91*# 

Intraperitoneal 

Cexp 95,64±0,63 4,34±0,63 39,23±1,96 

ALIexp24 55,00±0,63* 45,00±0,56* 29,74±2,13* 

ALIexp1 95,00±2,47 5,00±2,46 38,60±0,48 

ALIexp3 91,99±2,48 8,01±2,48 38,26±0,24 

ALIexp8 90,42±2,54 6,76±2,25 39,48±0,23 

 

Fração de área de alvéolos normais e colapsados e diâmetro alveolar médio (Lm)  dos 

grupos controle (Cp e Cexp) e daqueles submetidos à lesão pulmonar (ALIp e ALIexp) 24 

horas, 1, 3 e 8 semanas após a indução da lesão. Os valores correspondem à média de 10 

campos por lâmina de seis animais de cada grupo ± erro padrão. *Valores 

significativamente diferentes em relação ao respectivo grupo controle (p ≤ 0,05). # Valores 

significativamente diferentes em relação ao respectivo grupo ALIp24 (p ≤ 0,05). § Valores 

significativamente diferentes em relação ao respectivo grupo ALIp1 (p ≤ 0,05). � Valores 

significativamente diferentes em relação ao respectivo grupo ALIp3 (p ≤ 0,05). 
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Tabela 7� Conteúdo de fibras colágenas e elásticas por comprimento de septo alveolar. 

 
Colágeno 

(µm2/µm) 

Elástica 

(µm2/µm) 

Intratraqueal 

Cp 0,009 (0,005-0,009) 0,320 (0,310-0,340)  

ALIp24 0,039 (0,020-0,050)* 0,350 (0,320-0,380) 

ALIp1 0,035 (0,020-0,040) * 0,400 (0,370-0,450)* 

ALIp3 0,030 (0,030-0,040) * 0,420 (0,380-0,480)* 

ALIp8 0,040 (0,030-0,060) * 0,430 (0,380-0,470)* 

Intraperitoneal 

Cexp 0,019 (0,017-0,024) 0,345 (0,330-0,370)  

ALIexp24 0,064 (0,040-0,072)* 0,375 (0,310-0,420)  

ALIexp1 0,019 (0,017-0,020) 0,365 (0,258-0,410)  

ALIexp3 0,021 (0,017-0,032) 0,310 (0,280-0,345)  

ALIexp8 0,020 (0,016-0,036) 0,315 (0,270-0,370)  

 

Conteúdo de fibras colágenas e elásticas (µm2/µm) nos animais dos grupos controle 

(Cp e Cexp) e submetidos à lesão pulmonar (ALI), em 24 horas (ALIp24 e ALIexp24), uma, 

três e oito semanas (ALIp1, ALIexp1, ALIp3, ALIexp3, ALIp8 e ALIexp8, respectivamente). 

Os valores correspondem à mediana (percentis 25%-75%) de 10 campos por lâmina (6 

lâminas por grupo). *Valores significativamente diferentes em relação ao respectivo grupo 

controle (p ≤ 0,05).  
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Figura 14: Gráfico de caixa do conteúdo de fibras colágenas dos animais controle (C) e 

submetidos à lesão pulmonar aguda (ALI) direta (p) ou indireta (exp) em 24 horas, 1, 3 e 8 

semanas após a instilação intratraqueal ou injeção intraperitoneal de lipopolissacarídeo de 

E.coli (10 µg e 125 µg, respectivamente). A linha horizontal no interior da caixa representa 

a mediana; os limites inferior e superior da caixa indicam, respectivamente, o primeiro e o 

terceiro quartil, correspondendo aos elementos de posição 25% e 75% da amostra. Os 

segmentos de reta externos, correspondendendo às extremidades acima e abaixo da caixa 

central, delimitam os valores mínimo e máximo das variáveis. *Valores significativamente 

diferentes em relação ao respectivo grupo controle (p ≤ 0,05).  
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Figura 15: Fotomicrografias do parênquima pulmonar em coloração específica para 

quantificação de fibras colágenas (Método de Picrosirius, sob luz polarizada) dos grupos 

controle (Cp) e dos com lesão pulmonar aguda por instilação intratraqueal de 

lipopolissacarídeo de E. coli em 24 horas (ALIp24) 1, 3 e 8 semanas (ALIp1, ALIp3 e ALIp8) 

após a instilação. Os pontos brilhantes representam fibras colágenas. Observa-se aumento 

na refringência em 24 horas após a lesão pulmonar, que se mantém até a oitava semana 

pós-lesão. Aumento original: 200x. 
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Figura 16: Fotomicrografias do parênquima pulmonar em coloração específica para 

quantificação de fibras colágenas (Método de Picrosirius, sob luz polarizada) dos grupos 

controle (Cexp) e com lesão pulmonar aguda por injeção intraperitoneal de 

lipopolissacarídeo de E. coli em 24 horas (ALIexp24) 1, 3 e 8 semanas (ALIexp1, ALIexp3 e 

ALIexp8, respectivamente) após a indução da lesão. Os pontos brilhantes representam 

fibras colágenas. Observa-se aumento na refringência do parênquima em 24 horas após a 

lesão pulmonar. Aumento original: 200x. 
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Figura 17: Gráfico de caixa  do conteúdo de fibras elásticas dos animais controle (C) e 

daqueles submetidos à lesão pulmonar aguda (ALI) direta (p) ou indireta (exp) em 24 

horas, 1, 3 e 8 semanas após a instilação intra-traqueal ou injeção intraperitoneal de 

lipopolissacarídeo de E.coli (10 µg e 125 µg, respectivamente). Note que não houve 

variação do conteúdo de fibras elásticas no grupo exp. A linha horizontal no interior da 

caixa representa a mediana; os limites inferior e superior da caixa indicam, 

respectivamente, o primeiro e o terceiro quartil, correspondendo aos elementos de posição 

25% e 75% da amostra. Os segmentos de reta externos, correspondendo às extremidades 

acima e abaixo da caixa central, delimitam os valores mínimo e máximo das variáveis. 

*Valores significativamente diferentes em relação ao respectivo grupo controle (p ≤ 0,05).  
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Figura 18: Fotomicrografias do parênquima pulmonar em coloração específica para 

quantificação de fibras elásticas (Método de Weigert resorcina-fucsina modificado por 

oxidação) dos grupos controle (Cp) e com lesão pulmonar aguda por instilação 

intratraqueal de lipopolissacarídeo de E. coli em 24 horas (ALIp24), 1, 3 e 8 semanas 

(ALIp1, ALIp3 e ALIp8, respectivamente) após a agressão. As fibras elásticas estão 

coradas em negro e seu conteúdo encontra-se aumentado no septo alveolar dos animais 

dos grupos ALIp1, ALIp3 e ALIp8, respectivamente. Aumento original: 200x. 
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Figura 19: Fotomicrografias do parênquima pulmonar em coloração específica para 

quantificação de fibras elásticas (Método de Weigert resorcina-fucsina modificado por 

oxidação) dos grupos controle (Cexp) e com lesão pulmonar aguda por instilação 

intratraqueal de lipopolissacarídeo de E. coli em 24 horas (ALIexp24), 1, 3 e 8 semanas 

(ALIexp1, ALIexp3 e ALIexp8, respectivamente) após a instilação. Note que não houve 

variação no conteúdo de fibras elásticas neste grupo. As fibras elásticas estão coradas em 

negro. Aumento original: 200x.  
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5.3 � MICROSCOPIA ELETRÔNICA 
 

 A microscopia eletrônica evidenciou pneumócitos tipo I e tipo II, endotélio e epitélio 

alveolares preservados em ambos os grupos controles (Cp e Cexp) (Figuras 20 e 25), 

mantendo-se a integridade capilar e da membrana basal. A matriz extracelular apresentou 

seus componentes estruturais normais e o espaço alveolar encontrava-se aerado. Após 24 

h de indução da lesão pulmonar direta (ALIp24), observou-se depósito de colágeno do tipo 

III entre os macrófagos e o fibroblasto. O pneumócito tipo II apresentou degeneração 

citoplasmática. Notou-se, ainda, a presença de exsudato e colapso alveolar (Figura 21). Na 

lesão pulmonar indireta (ALIexp24) (Figura 26) o epitélio pulmonar permanece íntegro, 

porém há evidências de lesão endotelial e também já se observa deposição de fibras 

colágenas com imagem sugestiva de colágeno do tipo III. 

 Em uma semana de lesão, novamente foi evidenciada a presença de fibras 

colágenas do tipo III ao redor do fibroblasto no septo alveolar na lesão pulmonar direta 

(ALIp1). Também foi observada a presença de fibras elásticas (Figura 22). Entretanto, 

quando observamos a ultraestrutura do tecido pulmonar submetido à lesão indireta não 

encontramos aumento do conteúdo de fibras elásticas, sugerindo um processo apenas 

fibrótico no remodelamento pulmonar deste grupo (Figura 27). Em três semanas (ALIp3), 

houve deposição de fibras colágenas e elásticas, com predominância de colágeno do tipo I 

sobre o colágeno tipo III (Figura 23), enquanto na oitava semana (ALIp8), apenas o 

colágeno do tipo I foi observado, juntamente com aumento do conteúdo de fibras elásticas 

(Figura 24). Não houve alteração do comportamento do remodelamento do parênquima 

pulmonar durante esse período nos grupos ALIexp3 e ALIexp8 (Figuras 28 e 29). 
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Figura 20: Ultramicrografia do parênquima pulmonar de animal do grupo controle (Cp). São 

observados espaços aéreos preservados (A), pneumócitos tipo I e II íntegros (EPI e EPII). 

Observamos, ainda, componentes da matriz extracelular normais. * = fibras colágenas; EN 

= célula endotelial; MB = membrana basal;  Cp= capilar. Aumento original: 5.500 X. 
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Figura 21: Ultramicrografia do parênquima pulmonar de animal do grupo submetido à lesão 

pulmonar 24 horas (ALIp24) após instilação intratraqueal de 10 µg de lipopolissacarídeo de 

E. coli. Podemos observar colapso alveolar (A) e lesão de pneumócitos tipo II (EPII). Há 

deposição de fibras colágenas (*), que parecem ser do tipo III, entre o fibroblasto (F) e o 

macrófago (MΦ). Aumento original: 5.500 X. 
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Figura 22: Ultramicrografia do parênquima pulmonar de animal do grupo submetido à lesão 

pulmonar em 1 semana (ALIp1) após instilação intratraqueal de 10 µg de lipopolissacarídeo 

de E. coli. Observamos presença de fibras colágenas (*) que parecem ser do tipo III. Neste 

momento podemos observar, ainda, a presença de fibras elásticas (e) próximas ao 

fibroblasto (F). Aumento original:  5.500X. 
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Figura 23: Ultramicrografia do parênquima pulmonar de animal do grupo submetido à lesão 

pulmonar em 3 semanas (ALIp3) após instilação intratraqueal de 10 µg de 

lipopolissacarídeo de E. coli. Podemos observar fibras colágenas (*) e  elásticas (e). No 

entanto, neste momento, parece haver uma predominância de fibras colágenas do tipo I 

sobre as do tipo III. MB = membrana basal; A = alvéolo. Aumento original: 5.500 X. 
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Figura 24: Ultramicrografia do parênquima pulmonar de animal do grupo submetido à lesão 

pulmonar em 8 semanas (ALIp8) após instilação intratraqueal de 10 µg de 

lipopolissacarídeo de E. coli. São observadas fibras colágenas (*) que parecem ser 

somente do tipo I e a presença das fibras elásticas (e) próximas ao fibroblasto (F). 

Aumento original: 5.500X. 

 

* 

* 
e 

e 

F 

ALIp8 250nm 



 

 
85

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Ultramicrografia do parênquima pulmonar de animal do grupo controle (Cexp). 

Observamos epitélio íntegro, capilares (Cp), neutrófilo (N) e fibroblasto (F) no septo 

alveolar. Aumento original: 5.500X. 
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Figura 26: Ultramicrografia do parênquima pulmonar de animal submetido à lesão 

pulmonar em 24 horas (ALIexp24) após injeção intraperitoenal de 125 µg de 

lipopolissacarídeo de E. coli. Não observamos lesão epitelial, porém nota-se lesão 

endotelial. Há deposição de fibras colágenas (*) e presença de conteúdo normal de fibras 

elásticas, sugerindo processo fibrótico. EPII = pneumócito tipo II; EN = célula endotelial. 

Aumento original: 5.500 X. 
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Figura 27: Ultramicrografia do parênquima pulmonar de animal do grupo submetido à lesão 

pulmonar em 1 semana (ALIexp1) após injeção intraperitoenal de 125 µg de 

lipopolissacarídeo de E. coli. Há presença de pequena quantidade de fibras colágenas (*), 

que parecem ser do tipo III, sem deposição anormal de fibras elásticas. F = fibroblasto; A = 

alvéolo. Aumento original: 5.500 X. 
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Figura 28: Ultramicrografia do parênquima pulmonar de animal do grupo submetido à lesão 

pulmonar em 3 semanas (ALIexp3) após injeção intraperitoenal de 125 µg de 

lipopolissacarídeo de E. coli. Nota-se pequena quantidade de fibras colágenas (*), que 

parecem ser do tipo III, sem deposição anormal de fibras elásticas. F = fibroblasto; A = 

alvéolo. Aumento original: 5.500X. 
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Figura 29: Ultramicrografia do parênquima pulmonar de animal do grupo submetido à lesão 

pulmonar em 8 semanas (ALIexp8) após injeção intraperitoenal de 125 µg de 

lipopolissacarídeo de E. coli. Há presença de pequena quantidade de fibras colágenas (*), 

que parecem ser do tipo III sem deposição anormal de fibras elásticas. Neste momento os 

fibroblastos (F) perdem características de miofibroblasto (menor quantidade de organelas 

citoplasmáticas). No detalhe, citoplasma do fibroblasto (Fcy) evidenciando menor 

quantidade de mitocôndrias. Aumento original: 5.500 X. 
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5.4 QUANTIFICAÇÃO DE METALOPROTEINASES 

 

 A lesão pulmonar direta (ALIp) evidenciou maior expressão de MMP-9 por 

neutrófilos e macrófagos em 24 horas (ALIp24) do que o grupo submetido à lesão 

pulmonar indireta (ALIexp). Nesta fase da lesão, houve maior expressão neutrofílica na 

lesão pulmonar direta (Figura 30). Após uma semana (ALIp1), a expressão de MMP-9 por 

neutrófilos reduz-se a valores próximos aos dos respectivos grupos controle (Cp e Cexp), 

porém os macrófagos apresentam sua maior expressão de MMP-9 neste momento (Figura 

30). A partir da terceira semana de lesão (ALIp3 e ALIexp3) a expressão neutrofílica de 

MMP-9 retorna aos valores do grupo controle, porém a expressão por macrófagos 

permanece aumentada até a oitava semana pós-agressão (Figura 30). 
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Figura 30: Porcentagem de macrófagos e neutrófilos expressando metaloproteinase 9 

(MMP-9) nos grupos controle (C) e naqueles submetidos à lesão pulmonar aguda (ALI) e 

estudados 24 horas (24), 1, 3 e 8 semanas após a indução da lesão. Em Cp e Cexp 

solução salina foi instilada intratraquealmente (0,05 ml, i.t.) ou injetada intraperitonealmente 

(0,5 ml, i.p.). Nos grupos submetidos à lesão pulmonar aguda (ALIp e ALIexp)  LPS E. coli 

foi intratraquealmente instilado (10 µg) ou  injetado intraperitonealmente (125 µg). a-d: 

Letras iguais representam valores estatisticamente iguais dentro do mesmo grupo (p ≤ 

0.05). § Valores relativos aos macrófagos significativamete diferentes daqueles dos 

neutrófilos. 
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5.5. CORRELAÇÃO ENTRE ACHADOS MECÂNICOS E MORFOMÉTRICOS 

 

Considerando Cp e ALIp juntos, Est e ∆P2 se correlacionaram com percentual de 

alvéolos colapsados e conteúdo de células PMN. ∆P2 também se correlacionou com o 

conteúdo de fibras colágenas (Tabela 8). 

Ao considerarmos Cexp e ALIexp juntos, observamos associação entre Est com 

fração de alvéolos colapsados e conteúdo de células PMN.  

 

Tabela 8� Correlação entre achados morfométricos e mecânicos. 

 
Colapso 

(%) 

Colágeno 

(µm2/µm) 

Elástica 

(µm2/µm) 

PMN 

(%) 

Intratraqueal 

Est (cmH2O.mL-1) 0,87 (0,001) 0,31 (NS) 0,16 (NS) 0,72 (0,0001) 

∆P2 (cmH2O) 0,57 (0,02) 0,43 (0,02) 0,36 (NS) 0,60 (0,0001) 

Intraperitoneal 

Est (cmH2O.mL-1) 0,36 (0.048) 0,31 (NS) NS 0,62 (0,0001) 

∆P2 (cmH2O) 0,32 (NS) 0,25 (NS) NS 0,44 (0,02) 

 

Est, ∆P2: elastância estática e pressão necessária para vencer os componentes 

viscoelástico/inomogenêos do pulmão. Colapso: fração de área de tecido ocupada por alvéolos 

colapsados; Colágeno: área ocupada por fibras colágenas expressa em função do comprimento do 

septo interalveolar; Elástica: área ocupada por fibras elásticas expressa em função do comprimento 

do septo interalveolar; PMN: células polimorfonucleares. NS: estatisticamente não siginificativo. As 

correlações foram realizadas considerando-se conjuntamente os grupos C e ALI em cada tipo de 

lesão: direta (p) e indireta (exp). O valor de p está representado entre parênteses. 
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6 � Discussão 

Considera-se a SDRA como uma expressão de alterações morfofuncionais do 

pulmão frente a agressões de etiologias múltiplas ao tecido pulmonar. Foi demonstrado 

que diferenças nos sítios iniciais da lesão podem acarretar diferentes mecanismos 

inflamatórios e diferenças significativas no curso da doença (Pelosi e cols., 2003; Rocco & 

Zin., 2005; Menezes e cols, 2005). 

Acreditava-se que a SDRA era uma forma extrema de um espectro de lesão 

pulmonar provocada por mecanismos inflamatórios independentes da doença precipitante 

(Bachofen & Weibel, 1977; Bachofen & Weibel,1990). Atualmente, há duas formas 

distintas de SDRA/LPA descritas na literatura, baseando-se nas suas diferenças 

principalmente quanto à etiologia (se a lesão é direta ao epitélio pulmonar ou indireta, 

sendo a agressão pulmonar conseqüência de uma resposta inflamatória sistêmica). 

Na década passada, muitos estudos acrescentaram conhecimento acerca da 

fisiopatologia da SDRA. A moderna farmacologia e a terapia intensiva conseguiram alterar 

o curso clínico dessa complexa afecção, porém mesmo com as novas estratégias 

terapêuticas, a letalidade destes pacientes permanece alta nas unidades de terapia 

intensiva (Ware, 2005; Zimmerman e cols., 2006; Wheeler & Bernard; 2007) . A sepse por 

gram-negativos constitui uma das causas mais letais de SDRA (40-50%) (Fein e cols., 

1983). 

O presente estudo objetivou avaliar a evolução temporal do remodelamento do 

parênquima pulmonar na lesão pulmonar aguda de origem pulmonar e extrapulmonar e 

estabelecer um paralelo sobre a evolução temporal do remodelamento do parênquima 

pulmonar na LPA direta e indireta. 
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6.1 Modelo Experimental 

O uso de modelos animais possibilitou enormemente o entendimento da 

patogênese da lesão pulmonar aguda e permitiu avanços importantes no desenvolvimento 

de novas abordagens terapêuticas. 

 Existe uma grande variedade de espécies animais disponíveis para a pesquisa 

biológica, e um ponto importante do projeto de pesquisa toca a cuidadosa seleção da 

espécie. Como regra geral, a espécie filogenética mais próxima à humana possui melhor 

correlação clínica. Porém, algumas espécies são particularmente resistentes aos efeitos 

das endotoxinas, e nosso experimento exigia um número considerável de animais. Por 

esse motivo, escolhemos camundongos BALB/c, já que a partir de um estímulo lesivo eles 

reproduzem características similares às da LPA humana e não necessitam de um período 

muito longo de vida para se encontrarem aptos para o estudo. 

Foram utilizados vários modelos e substâncias para um melhor entendimento da 

patogênese da SDRA. Dentre eles, podemos citar aqueles produzidos por ácido oleico 

(Slutsky e cols., 1980; Schuster, 1998), bleomicina (Snider e cols., 1978), embolia aérea 

(Clack e cols., 1984), paraquat (Mantktelow, 1967; Silva e cols., 1998) e o modelo de 

ligadura/perfuração cecal (CLP) (Baker e cols., 1983). No entanto, modelos que utilizam 

endotoxinas são utilizados com maior freqüência, porque o sistema respiratório está 

continuamente exposto aos baixos níveis de LPS presentes no ar, incluindo poeira 

orgânica (Rylander e cols.,1985), poluição atmosférica (Kline e cols., 1999) e fumaça de 

cigarro (Hasday e cols.,1999). Ademais, a sepse por bactérias gram�negativas representa 

um dos principais problemas nas unidades de terapia intensiva e o mais importante fator 

etiológico da SDRA (Fein e cols., 1983; Bone, 1996a; Bone, 1996b; Hudson e cols., 1995; 

Nys e cols., 2000).  

Em modelos experimentais de SDRA foram registradas diferentes respostas 

pulmonares quando a lesão incide diretamente no alvéolo, como no caso de instilação 

intratraqueal de endotoxina (Terashima e cols., 1994; Tasaka e cols., 1996; Menezes e 
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cols., 2005) ou quando os pulmões são lesados indiretamente por substâncias tóxicas 

injetadas intravenosa ou intraperitonealmente (Seindenfeld e cols., 1986; Menezes e cols., 

2005). A primeira estrutura atingida, após uma lesão de causa direta, é o epitélio pulmonar. 

Esse fato também foi comprovado em nosso estudo, na análise por microscopia eletrônica, 

pois na SDRA pulmonar nota-se lesão do epitélio alveolar, início da fragmentação da 

membrana basal e lesão e citólise do PII, levando a uma destruição dos corpos lamelares 

(Figura 21). 

Quando a agressão se faz por via indireta, as lesões ao epitélio pulmonar são 

disparadas por mediadores inflamatórios liberados fora do pulmão e que atingem o tecido 

pulmonar pela circulação sanguínea (como na pancreatite, por exemplo). Neste caso, a 

célula endotelial é o alvo principal da lesão e a ativação da cascata inflamatória produz 

aumento na permeabilidade da barreira endotelial (Pelosi, 2000). Então, na lesão por via 

indireta, a alteração patológica mostra congestão microvascular e edema intersticial, 

podendo, também, haver edema alveolar em menor proporção. No presente estudo, 

ocorreu agressão ao endotélio vinte quatro horas após lesão pulmonar induzida por injeção 

intraperitoneal de LPS de E. coli (Figura 26). 

A instilação intratraqueal ou injeção intraperitoneal foram adotadas em nosso 

trabalho como modelos experimentais por mimetizar as alterações fisiopatológicas da 

SDRA de origem direta e de origem indireta, respectivamente. Com este modelo, 

conseguimos promover aumento de celularidade, edema perivascular sem hemorragia 

alveolar, colapso alveolar com espessamento dos septos, modificações dos componentes 

da matriz extracelular além das alterações nos parâmetros da mecânica respiratória. As 

doses utilizadas de LPS de E. coli (10 µg e 125 µg)  para induzir as lesões foram 

previamente estudadas em nosso laboratório (Menezes e cols., 2005). Tais doses 

reproduzem as alterações mecânicas e morfológicas encontradas na SDRA, sem, 

entretanto, serem letais, haja vista a temporalidade do nosso estudo. Logo, os animais 

desenvolveram a lesão pulmonar após receberem instilação de LPS, sobrevivendo até a 
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oitava semana. Neste período os animais foram mantidos em gaiolas microisoladoras, 

sendo devidamente cuidados em nosso biotério. Além disso, essas doses foram ajustadas 

para produzirem lesões com grau de comprometimento funcional semelhantes entre as 

diferentes vias de administração nas primeiras 24 horas de evolução (Menezes e cols., 

2005), nos permitindo, assim, a comparação temporal da doença entre os grupos (Tabela 

4). 

 

6.2 Mecânica Respiratória e Histologia Pulmonar 

Atualmente, sabe-se da importância da estratificação da SDRA em pulmonar ou 

extrapulmonar, visto que os distintos mecanismos fisiopatológicos envolvidos nas duas 

condições podem conduzir a síndrome de modo funcionalmente diverso (Goodman e cols., 

1999; Pelosi, 1999; Gattinoni e cols., 2001; Verbrugge e cols., 2007). 

Dentre os métodos para análise de mecânica respiratória optamos pelo método de 

oclusão rápida ao final da inspiração com fluxos e volumes constantes. Essa escolha foi 

realizada pela possibilidade de medir as propriedades elásticas, resistivas e viscoelásticas 

do sistema respiratório e seus componentes (Bates e cols., 1985 e 1988; Kochi e cols., 

1988a  e 1988b;  Broseghini e cols, 1988; Similowski e cols., 1989; Pesenti e cols, 1991; 

Eissa e cols, 1991;  Saldiva e cols., 1992; Tantucci e cols, 1992; Ranieri e cols, 1994; 

Pelosi e cols, 1995). 

 Em nosso experimento, não obtivemos os valores referentes à mecânica da parede 

torácica e do sistema respiratório, pois realizamos a retirada da porção anterior do gradil 

costal. Logo, avaliamos os componentes resistivo, elástico e viscoelástico pulmonares. Em 

função dessa cirurgia, utilizamos um nível de aproximadamente 2 cmH2O de PEEP (Saldiva 

e cols., 1992), para evitar o colapso dos espaços aéreos e manter a capacidade residual 

funcional. Ademais, os efeitos da PEEP se tornam menos acentuados na presença de 

tórax aberto, uma vez que, na ausência da parede torácica não há compressão da veia 
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cava nem da aorta pela pressão positiva com conseqüente redução do retorno venoso e do 

débito cardíaco. 

A influência das variações de volume e fluxo sobre os parâmetros da mecânica 

respiratória, já previamente constatada em pacientes com SDRA (Auler e cols., 1990; Eissa 

e cols., 1991), foi evitada em nossos experimentos com a utilização de volume e fluxo 

estatisticamente iguais entre os grupos, não contribuindo, assim, para as diferenças 

encontradas nos parâmetros respiratórios (Tabela 4). 

Historicamente, tem sido utilizada a medida da complacência do sistema respiratório 

para monitorar e acompanhar a progressão da lesão pulmonar na SDRA, sendo que esse 

dado da mecânica respiratória faz parte do score prognóstico da síndrome (Murray e cols., 

1988).  

Em nosso experimento, houve incremento em proporção similar do componente 

elástico do pulmão (Est) 24 horas após a indução da lesão nos grupos ALIp e ALIexp 

(Figura 9 e Tabela 4). Wright & Bernard (1989) foram os primeiros a estudar 

exclusivamente SDRA pelo método de oclusão ao final da inspiração e encontraram uma 

complacência estática pulmonar bastante reduzida. Essa alteração pode ser explicada por 

um aumento no percentual de alvéolos colapsados, espessamento dos septos alveolares e 

por elevação no percentual de células polimorfonucleares na análise histopatológica e 

morfométrica (Figuras 12 e 13 e Tabelas 5 e 6). Em uma semana de lesão, entretanto, o 

valor da elastância estática já retorna a valores semelhantes ao do grupo controle na lesão 

extrapulmonar (ALIexp1), porém permanecendo, ainda, elevado na agressão pulmonar 

direta (ALIp1) (Figura 9 e Tabela 4). Rojas e cols (Rojas e cols., 2005) encontraram 

resultado semelhante em estudo utilizando endotoxina em camundongos submetidos a 

lesão pulmonar aguda através da injeção intraperitoneal de LPS de E. coli. 

Em 3 e 8 semanas após a indução da lesão (ALIp3, ALIexp3, ALIp8 e ALIexp8) não 

detectamos mais o aumento da elastância estática. Ao observarmos o parênquima 

pulmonar dos animais neste período da lesão constatamos maior semelhança com o tecido 
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pulmonar dos animais dos grupos controle, ou seja, uma tendência à redução no 

percentual de alvéolos colapsados e um maior número de alvéolos normais (Figuras 12 e 

13 e Tabela 6). Nossos resultados são semelhantes àqueles encontrados por Rocco e 

cols., utilizando modelo de lesão pulmonar aguda induzida pela injeção intraperitoneal de 

paraquat (Rocco e cols., 2004). Neste estudo, a mecânica respiratória, avaliada em 1, 3 e 8 

semanas após a indução da lesão, evidenciou apenas alteração de elastância estática 

(Est) na primeira semana após a agressão ao parênquima pulmonar, refletindo um reparo 

da lesão endotelial (Rocco e cols., 2004). No presente estudo não foi encontrada lesão dos 

PII no grupo ALIexp, porém a presença da lesão endotelial promove o extravasamento de 

líquido para o espaço alveolar, levando à perda das propriedades tenso-ativas do 

surfactante e conseqüente colapso alveolar (Ware & Matthay, 2000). Assim, explica-se o 

aumento na elastância observado na primeira semana de lesão. 

O componente viscoelástico (∆P2) aumentou significativamente em relação ao 

grupo controle (Cp) em todos os grupos com LPA de origem direta (ALIp24, ALIp1, ALIp3 e 

ALIp8) (Figura 8). Esse aumento pode ser atribuído à maior expressão de colapso alveolar 

em todos os grupos ALIp (Tabela 6), espessamento dos septos alveolares, aumento no 

número de células inflamatórias no tecido pulmonar e, ainda, deposição de fibras 

colágenas e elásticas, componentes da matriz extracelular (Tabelas 5-8). Não há na 

literatura outro estudo no qual as alterações mecânicas e morfométricas da ALIp tenham 

sido avaliadas em experimento crônico. Ao analisarmos o componente viscoelástico (∆P2) 

dos animais do grupo ALIexp, entretanto, observamos que apenas em 24 horas (ALIexp24) 

houve aumento significativo deste parâmetro de mecânica em relação ao respectivo grupo 

controle (Cexp) (Figura 8). Tais dados são compatíveis com aqueles encontrados na 

análise morfométrica, de celularidade e dos componetes de matriz extracelular dos grupos 

ALIexp (Tabelas 5-8), como também anteriormente relatado (Rocco e cols., 2001, 2003, 

2004; Menezes e cols., 2005). Não houve diferenças funcionais entre os grupos ALIp e 

ALIexp em 24 horas, em concordância com Menezes e cols. (2005), que utilizaram o 
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mesmo modelo aqui empregado. 

A análise da morfometria dos grupos submetidos à lesão pulmonar demonstrou, 

ainda, um percentual elevado da fração de área de colapso em ALIp24 e ALIexp24 (1102% 

e 936%) em relação aos respectivos grupos controle (Tabela 6), como também encontrado 

por Menezes e cols. (2005). Em ALIp o colapso alveolar permanece superior àquele 

encontrado no grupo controle (Cp) até a oitava semana da lesão, porém apresenta uma 

redução progressiva, tendendo a valores próximos aos do grupo controle em ALIp8 (Tabela 

6). Em ALIexp, após uma semana do estabelecimento da injúria pulmonar, houve 

normalização das áreas de atelectasia, apresentando-se o parênquima pulmonar 

evolutivamente mais próximo ao do grupo controle (Cexp) (Tabela 6 e Figura 13). Em outro 

relato, com ALIexp induzida por paraquat (7 mg/kg) o colapso alveolar atingiu seu valor 

máximo em uma semana e, a partir de então, decresceu até a oitava sem, todavia, retornar 

ao controle (Rocco e cols., 2004). Tal diferença entre os dois achados pode ser devida à 

dosagem, ao agente agressor e às diferentes espécies utilizadas. Por fim, em um estudo 

em necrópsia Hoelz e cols. (2001) encontraram maior grau de colapso alveolar em ALIp, 

enquanto Gattinoni e cols. (2001) relatam que na ALIp o recrutamento alveolar faz-me mais 

difícil do que na ALIexp. 

A atelectasia pulmonar, sabidamente, afeta os valores de elastância, pois é 

necessária maior pressão para a manutenção de um mesmo volume corrente. Essa 

correlação entre colapso alveolar, no âmbito da inomogeneidade pulmonar, e alterações 

dos parâmetros viscoelásticos foi bem definida por Bates e cols. (1988b) ao realizarem a 

medida da pressão alveolar em cães com tórax aberto. Em modelos experimentais (Faffe e 

cols., 2000; Contador e cols., 2003) essa associação foi claramente encontrada. 

Complementarmente a ventilação é inomogênea na SDRA, com diferentes constantes de 

tempo, acarretando aumento de ∆P2 (Auler e cols., 1990; Eissa e cols., 1991, 1992).  

O aumento em ∆P1 (Figura 8), reflete aumento na resistência das vias aéreas 

(Bates e cols., 1988b; Saldiva e cols., 1992) e esteve presente em todos os grupos 
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submetidos à lesão pulmonar aguda de origem direta (ALIp) e apenas nas primeiras 24 

horas nos grupos submetidos a LPA extrapulmonar (ALIexp). Podemos observar a 

hiperplasia do epitélio das vias aéreas na análise histopatológica (Figura 11). Nas análises 

morfométrica e histopatológica, foram observadas grandes vias aéreas constrictas, 

hiperplásicas, e normais em lâminas pertencentes ao mesmo animal. Isto é, há 

possivelmente aumento da resistência ao fluxo aéreo, produzindo a alteração no 

componente resistivo (∆P1) dos grupos ALIp e ALIexp24 (Saldiva e cols., 1992). 

Os aumentos significativos em ∆P1 e em ∆P2 elevaram a ∆Ptot, como já encontrado 

na literatura (Broseghini e cols., 1988; Tantucci e cols., 1992). 

 

6.3 Remodelamento da matriz extracelular 

O estudo da matriz extracelular e suas modificações tem recebido grande atenção 

ultimamente, em uma tentativa de correlacionar as alterações nos seus componentes com 

achados patológicos na mecânica pulmonar. A fase fibroproliferativa da SDRA já foi 

descrita, por alguns autores, como uma resposta precoce à lesão pulmonar (Chesnutt e 

cols., 1997; Armstrong e cols., 1999; Marshall e cols., 2000; Rocco e cols., 2001; Negri e 

cols., 2002; Rocco e cols., 2003; Pelosi e cols., 2007), e não tardia, como relatado durante 

muito tempo, ou seja, o processo de reparo se inicia juntamente com o momento de 

instalação da lesão (Tomashefski, 2000). 

As fibras colágenas e elásticas são importantes constituintes da matriz extracelular 

e têm sido amplamente estudadas, por influenciarem diretamente as propriedades elásticas 

do tecido pulmonar. Armstrong e cols. (1999) demonstraram aumento de pró-peptídeo C-

terminal, como um marcador da síntese de colágeno tipo I, em pacientes no primeiro dia de 

SDRA. Marshall e cols. (2000) e Chesnutt e cols. (1997) relataram grande atividade 

mitogênica e aumento nos níveis de pró-colágeno III no fluido do lavado bronco alveolar 

(BALF) de pacientes com 24 horas de diagnóstico de SDRA, reforçando a hipótese de que 

a proliferação de fibroblastos e a síntese de colágeno são eventos precoces. Também 
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observamos um aumento no conteúdo de fibras colágenas já em 24 horas após a indução 

da lesão pulmonar aguda (ALIp e ALIexp) (Tabela 7 e Figuras 14-16) (Rocco e cols., 2001, 

2003, 2004; Menezes, 2005), com predominância de colágeno tipo III, como sugerido pela 

microscopia eletrônica (Figuras 21 e 26). A presença de fibroblastos próximos às fibras 

colágenas no tecido pulmonar, neste momento da lesão, reforça a hipótese de que o 

processo reparativo inicia-se precocemente (Rocco e cols., 2001, 2003; Menezes, 2005).  

 Após uma semana de lesão a quantidade de fibras colágenas no tecido pulmonar 

dos animais do grupo ALIexp retornou a níveis idênticos ao controle e ai se manteve até o 

final do experimento (Figuras 14 e 16). Em modelo de ALIexp por injeção intraperitoneal de 

paraquat, o conteúdo de colágeno permaneceu elevado até 8 semanas pós-agressão, mas 

há diferenças experimentais entre aquele estudo (Rocco e cols., 2004) e o nosso, o que 

não permite a comparação direta entre os resultados. Na lesão pulmonar direta, 

diferentemente, houve deposição aumentada destas fibras na matriz extracelular, que se 

manteve por 8 semanas. As ultramicrografias dos animais deste grupo a partir da primeira 

semana de lesão (ALIp1) evidenciam presença de fibras colágenas, cuja imagem sugere 

ser colágeno predominante do tipo III (Figura 22). A partir da terceira semana, o colágeno 

III começa a ser gradualmente substituído por colágeno tipo I (Figuras 23 e 24), de forma 

que em oito semanas apenas notou-se colágeno I, segundo a microscopia eletrônica 

(Figura 24). A substituição do colágeno tipo III por tipo I, que é mais rígido, pode ser 

responsável por problemas nas trocas gasosas e alterações fisiológicas, que ocorrem nos 

estágios tardios de fibrose (Entzian e cols., 1990). 

O reparo e o remodelamento do tecido pulmonar são conseqüências da agressão 

ao tecido pulmonar e da cascata inflamatória envolvida no processo de lesão e parecem 

depender do alvo primário da agressão (Meduri, 1996; Towes, 1999; Ingbar, 2000;  Negri e 

cols., 2002). Menezes e cols. (2005) demonstraram uma reposta inflamatória mais 

pronunciada na lesão pulmonar direta do que aquela evidenciada na lesão pulmonar 

indireta, ambas induzidas pela administração intratraqueal ou intraperitoenal, 
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respectivamente, de LPS de E. coli. Na lesão extrapulmonar os mediadores inflamatórios 

liberados na circulação sistêmica levam a aumento da permeabilidade da barreira 

endotelial, edema intersticial e proporcionam o recrutamento de células inflamatórias (Ware 

& Matthay, 2000). Fibroblastos também migram e se proliferam no local (Ware & Matthay, 

2000). Dentro das paredes alveolares estas células depositam componentes da matriz 

extracelular, entre eles o colágeno (Geiser, 2003). Durante o curso da lesão pulmonar 

direta, a perda da integridade epitelial e a lesão dos PII contribuem para o edema  e 

colapso alveolares, desnaturação do surfactante e, a partir deste momento, se inicia o 

mecanismo de fibrose.  

 A literatura descreve que quantidades elevadas de colágeno tipo III no BALF de 

pacientes com SDRA refletem a síntese de colágeno e, portanto, o BALF pode ser usado 

para se obter um marcador do processo reparativo (Armstrong e cols., 1999; Marshal e 

cols., 2000). No presente estudo, houve aumento no conteúdo de fibras colágenas (Tabela 

7) durante todo o curso da lesão pulmonar direta e somente nas primeiras 24 horas da 

lesão pulmonar indireta (ALIexp24), sugerindo fortemente que a formação precoce de 

colágeno não representa um bom marcador para predizer a evolução do remodelamento 

do parênquima pulmonar na SDRA. 

O sistema elástico, importante componente da matriz extracelular, tem um papel 

significativo na manutenção da patência das vias aéreas, bem como do recolhimento 

elástico do pulmão. Devido às suas propriedades mecânicas, as fibras elásticas contribuem 

para o recolhimento elástico do pulmão, restaurando a sua configuração de repouso depois 

de finda a inspiração (Cotran e cols., 1999). Assim, a deposição elástica pode ter um 

papel importante na compreensão das alterações das propriedades mecânicas de 

pacientes com SDRA.  

Os mecanismos que estimulam o processo fibrótico parecem diferir daqueles 

responsáveis pelo disparo da fibroelastogênese (Rocco e cols., 2004). A reativação da 

síntese de fibras elásticas é, de fato, uma resposta proporcional ao estímulo lesivo (Negri e 



 

 
104

 

cols., 2000). Rocco e cols. (2001) em estudo em modelo animal de SDRA grave, 

evidenciaram maior deposição de fibras elásticas no processo de reparo 24 horas após o 

início da lesão, devendo-se isso à deposição predominante de fibras oxitalânicas. Em 

nossos resultados a elastose foi observada apenas a partir de uma semana de lesão 

durante o curso da lesão pulmonar direta, perdurando por até oito semanas (Tabela 7 e 

Figura 17). Podemos atribuir esta diferença ao fato do nosso modelo representar uma 

SDRA moderada, visto a necessidade de sobrevivência dos animais por até oito semanas. 

Dessa forma, confirma-se que o processo de fibroelastose � e não somente fibrose � 

ocorre em nosso modelo de LPA.  Quando a agressão ao epitélio pulmonar se dá por via 

indireta (ALIexp) não se evidencia deposição de fibras elásticas (Tabela 7 e Figura 18). 

Provavelmente a ausência de lesão direta ao epitélio pulmonar não estimula a produção de 

fibras elásticas pelos fibroblastos (Adamson e cols., 1988). Neste contexto, em modelo de 

ALIexp por paraquat, não houve aumento do conteúdo de fibras elásticas até 8 semanas 

após a agressão (Rocco e cols., 2004); por outro lado, a dose de paraquat capaz de induzir 

agudamente (24 h) a elastose corresponde a 25 mg/kg de peso corporal (Rocco e cols., 

2001). 

 O envolvimento das metaloproteinases (MMP) e seus inibidores (TIMP) no 

remodelamento tecidual tem sido estudado em diversas afecções, tais como fibrose 

pulmonar, SDRA, doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) e adenocarcinoma (Parks e 

cols., 2001; Suga e cols., 2000; Winkler e cols., 2002; Choe e cols., 2003; Atkinson e cols., 

2003; Lanchou e cols., 2003; Pinto e cols., 2003; Elkington e cols., 2006; Greenlee e cols., 

2007; Pelosi e cols., 2007) e constitui um evento de suma importância na degradação dos 

componentes da MEC. Dentre as diversas MMPs encontradas, a MMP-9 tem sido bastante 

estudada nas doenças pulmonares, estando sua atuação vinculada às células inflamatórias 

(Lagente e cols., 2005).  
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Experimentos em modelos animais, submetendo ratos a ventilação com altos 

volumes, evidenciaram aumento na concentração de MMP-9 e MMP-2 e demostraram que 

o pré-tratamento com seus inibidores atenuava a lesão pulmonar (Winkler e cols., 2002). 

Estudo com camundongos demonstrou que estes desenvolvem fibrose pulmonar 

após dez semanas sob exposição ao LPS. Neste modelo, a fibrogênese foi associada ao 

aumento da atividade de MMP-2 e MMP-9 (Corbel e cols, 1998). Pesquisas com pulmões 

humanos, in vitro, demonstraram aumento na atividade de macrófagos alveolares após 

exposição a LPS, resultando em um aumento na liberação de MMPs: primariamente MMP-

9, assim como TIMP-1. Neutrófilos também produzem MMPs e as armazenam em 

vesículas, em presença de citocinas inflamatórias (Suga e cols., 2000; Winkler e cols., 

2002). 

Ricou e cols., em 1996, evidenciaram uma relação entre o número de neutrófilos no 

BALF e a produção de MMP-9 em pacientes com SDRA, sugerindo que estas eram 

originadas nos neutrófilos do espaço alveolar. A alta concentração de metaloproteinases 

no BALF pode levar à degradação da MEC, vista na fase precoce da LPA e da SDRA 

(Ricou e cols., 1996).  

Juntos, estes dados sugerem que as MMPs se apresentam em quantidades 

elevadas em indivíduos com SDRA, bem como nos modelos animais, sugerindo que a sua 

inibição poderia representar um mecanismo útil para controlar seus efeitos agudos no 

tecido pulmonar. No entanto, in vivo, o aumento no conteúdo de metaloproteinases nos 

pulmões de pacientes com SDRA não reflete necessariamente degradação de colágeno 

(Armstrong e cols., 1999). A literatura sugere papel de regulação do turnover da matriz 

extracelular pulmonar para as MMPs (Winkler e cols., 2002). Análises de tecidos 

pulmonares de indivíduos portadores de fibrose pulmonar idiopática evidenciam baixas 

concentrações de MMPs. Naqueles pacientes, que após tratamento com corticoesteróide 

referiam melhora da função pulmonar, as amostras teciduais apresentavam concentrações 

2 a 3 vezes maior de MMPs (Selman e cols., 2001). Dessa forma, parece que a repressão 
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da produção de MMPs pelos fibroblastos é uma fator importante para o desenvolvimento 

de fibrose. 

Em nosso estudo, a expressão de MMPs foi qualitativamente similar nos grupos 

ALIp e ALIexp. Todavia, aquele mostrou valores mais elevados do que este. Observamos 

um aumento na concentração de MMP-9 já nas primeiras 24 horas após a indução da 

lesão, juntamente com aumento do conteúdo de fibras colágenas, dados estes 

consistentes com a literatura. Entretanto, de grande significância foi observar que, neste 

momento da lesão, a maior expressão de metaloproteinases se deu por neutrófilos (Figura 

30). Diversos estudos demonstrando a atuação das MMPs na patogênese da fibrose 

pulmonar evidenciam presença destas colagenases concomitante ao recrutamento de 

neutrófilos no BALF (Ohbayashi, 2002; Atkinson e cols., 2003; Lagente e cols., 2005; 

Elkington e cols., 2006).  

Sabe-se que o neutrófilo é a primeira célula inflamatória a ser recrutada após a 

lesão, ou seja, em 24 horas de reação inflamatória aguda já está bem estabelecida a 

presença de neutrófilos, cujos lisossomas são ricos em metaloproteinases, o que justifica a 

sua maior expressão de MMP-9 na fase aguda da lesão, em nosso trabalho (Figura 30). O 

macrófago, entretanto, assume diversas funções no mecanismo inflamatório, podendo 

atuar como célula apresentadora de antígeno e também exercendo função fagocitária. Sua 

atuação, entretanto se inicia após 48 horas, eventualmente até em uma semana de lesão 

(Ware & Matthay, 2000).  

Em uma semana de lesão, a expressão de metaloproteinases por neutrófilos 

diminui, mantendo este comportamento decrescente até a oitava semana de lesão. 

Contrastando com a expressão de MMP-9 por neutrófilos, a atuação dos macrófagos se 

inicia mais tardiamente, sendo sua maior expressão em uma semana de lesão. A partir 

deste momento, assume também, diminuição progressiva de sua atividade (Figura 30). 

 Enquanto as MMPs são classicamente descritas como proteases que degradam 

proteínas da MEC, alguns autores acatam sua participação no desencadear da fibrose, 
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envolvendo uma produção excessiva de componentes da MEC por hiperproliferação de 

células mesenquimais (Pinto e cols., 2003; Lagente e cols., 2005; La Rocca e cols., 2007). 

Dados recentes sugerem que, além da atuação no turnover da MEC, as MMPs promovem 

a liberação de fatores de crescimento e citocinas partícipes da fibrogênese, tais como TGF-

β e TNF-α (Winkler e cols., 2002). Diante de tais conhecimentos, no presente estudo a 

MMP-9 provavelmente contribuiu para o desenvolvimento mais importante de fibrose nos 

animais submetidos à lesão pulmonar direta. A partir de uma semana após a lesão 

pulmonar, tanto direta como indireta, observamos uma redução na expressão de MMPs e 

um equilíbrio na deposição/degradação de componentes da MEC. Entretanto, acredita-se 

que o principal fator determinante para o processo fibrogênico seja o equilíbrio entre as 

MMPs e seus inibidores (TIMPs) (Lagente e cols., 2005). 
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6.4 Conclusões: 

! A instilação intratraqueal de 10 µg de LPS de E. coli acarreta alterações resistivas e 

viscoelásticas no período de 24 h em camundongos  BALB/c. Tais alterações perduram por 

até oito semanas após induzida a lesão. 

! A instilação intratraqueal de 10 µg de LPS de E. coli acarreta alterações do 

componente elástico do pulmão em camundongos BALB/c. Em três semanas de lesão 

pulmonar aguda as alterações da elastância se atenuam e não são observadas em oito 

semanas de lesão. 

! O aumento na elastância pulmonar na ALIp se deve principalmente ao aumento no 

colapso alveolar encontrado nos animais submetidos à lesão pulmonar aguda e, também, à 

elevação no percentual de células polimorfonucleares. 

! A instilação intratraqueal de 10 µg de LPS de E. coli, em camundongos  BALB/c, levou 

ao aumento no conteúdo de fibras colágenas em 24 horas de lesão e de fibras elásticas 

em uma semana. Ambas permanceram elevadas até oito semanas de LPA. 

! A instilação intraperitoneal de 125 µg de LPS de E. coli acarreta alterações resistivas, 

elásticas e viscoelásticas no período de 24 h em camundongos  BALB/c. Tais alterações 

não são mais encontradas em uma semana após induzida a lesão. 

! O aumento na elastância pulmonar na ALIexp se deve principalmente ao aumento no 

colapso alveolar encontrado nos animais submetidos à lesão pulmonar aguda e, também, à 

elevação no percentual de células polimorfonucleares. 

! A instilação intraperitoneal de 125 µg de LPS de E. coli, em camundongos  BALB/c, 

levou ao aumento no conteúdo de fibras colágenas em 24 horas de lesão. Tais alterações 

não são mais encontradas em uma semana após induzida a lesão. Fibras elásticas não 

foram encontradas neste tipo de lesão. 

! O aumento na expressão de metaloproteinase-9 em 24 h evidencia o início do 

remodelamento do tecido pulmonar na fase precoce da lesão em ALIp e ALIexp. 

! A expressão de metaloproteinases se dá prontamente por neutrófilos e mais 
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tardiamente por macrófagos e também diminui mais precocemente naqueles nas duas vias 

de lesão. 

! Este modelo foi capaz de reproduzir as alterações morfofuncionais encontradas na 

SDRA e evidenciou o início precoce do remodelamento da matriz extracelular pulmonar. 

Mostrou, também, que algumas destas alterações podem perdurar por oito semanas. 

! Alterações funcionais persistentes não predizem a evolução do remodelamento do 

parênquima pulmonar e o conteúdo de fibras colágenas na fase precoce da lesão não 

confere um bom marcador do processo reparativo. 
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