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LAMBERT, Angélica Silvia. Efeitos induzidos pela lipoproteina (LPS) de
Escherichia coli nos tecidos pulmonar e diafragmatico em animais
experimentais. 2007. 53 f. 1 cd-rom. Dissertacao (mestrado) - Curso de Engenharia
Biomédica, Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, Universidade do Vale do
Paraiba, Sdo José dos Campos, 2007.

Sepse é a principal causa de mortalidade em pacientes de unidade de terapia
intensiva, sendo o lipopolissacarideo (LPS) bacteriano um dos fatores causais mais
importantes. A interacdo do LPS com o hospedeiro esta freqiientemente associada a
complicagBes pulmonares e diafragméticas, que interferem diretamente na mecéanica
ventilatoria. A observacdo das alteracGes histologicas e contagem de células
inflamatorias decorrentes desta interagdo possibilita a avaliagdo da integridade do
tecido e correlagdo com indices de lesdo pulmonar. O objetivo deste estudo foi
analisar as alteracOes histoloégicas e a morfometria pulmonar e diafragmatica
induzidas pelo LPS ao longo do tempo. Ratos Wistar, foram divididos em seis
grupos, sendo controle, 1, 3, 6, 12 e 24 horas. Ap0s a inje¢éo intravenosa de LPS de
E. coli (6 mg/kg), os animais foram sacrificados e realizada a analise histologica
através da morfometria do tecido pulmonar e diafragmatico. Em ambos tecidos
verificou-se sinais de resposta inflamatéria com o aumento do namero de células
mononucleares e polimorfonucleares comparado ao grupo controle, sendo mais
significativo no tecido pulmonar. As alteracdes histolégicas do parénquima pulmonar
foram espessamento da parede alveolar, hiperemia dos vasos sanguineos, ja no
diafragma foi visto a hiperemia dos vasos sanguineos e edema entre as fibras
musculares. As alteracdes histopatologicas em até 24 horas ndo foram tao
pronunciadas, porém verificou-se um aumento crescente do numero de células
mononucleares e polimorfonucleares em comparacdo com o grupo controle, sendo
mais pronunciado no tecido pulmonar do que no diafragmatico. Os dados do perfil
eletroforético dos tecidos estudados ndo evidenciam sinais claros de fragmentacéo
do DNA, gue possam indicar apoptose. Sao necessarios novos estudos em tempos
maiores de exposicdo ao LPS para determinar se a endotoxina é capaz de induzir
lesbes mais pronunciadas, que possam comprometer a funcdo dos tecidos
estudados.

Palavras-chave: LPS, histopatologia, diafragma, pulmé&o, rato.



LAMBERT, Angélica Silvia. Effects induced by lipopolysaccharide (LPS) of
Escherichia coli in the lung and diaphragmatic tissues in experimental animals
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Sepsis is the main mortality cause in patients in the intensive care unit, being the
bacterial lipopolysaccharide (LPS) one of most important causal factors. LPS
interaction with the host is frequently associated to lung and diaphragmatic
complications that directly interfere with the mechanics ventilation. Observation of the
histological alterations and counting of inflammatory cells from this interaction makes
possible evaluate the integrity of the tissue and correlate with lung lesion indexes.
The aim of this study was to analysis the histological through morphometric
alterations of the lung and diaphragmatic tissue induced by LPS along the time.
Wistar rats were divided in six groups control, 1, 3, 6, 12 and 24 hours. After
intravenous injection of E. coli LPS (5 mg/kg), it was sacrificed and accomplished the
histological and morphometric analysis of the lung and diaphragmatic tissues. In both
tissues was verified an increase in the number of mononuclear and
polymorphonuclear cells compared to the control, more significations on lung tissue.
The histological alterations of the lung parenchyma were a thickening of alveolar
wall, hyperaemia of the blood vessel. In the diaphragm was observed hyperaemia of
the blood vessel and edema between the muscle fibers. The histological alterations
up to 24 hours were not so evident; however was verified increase of mononuclear
and polymorphonuclear cell number in comparison with the control group, mainly in
the lung. Analysis of DNA fragmentation by agarose gel eletrophoresis did not
demonstrate DNA fragmentation, in the analyzed tissues. Future studies are
necessary to determine the exhibition times to LPS endotoxin be able to induce more
significative lesions that can affect the tissues function.

Keywwords:LPS, histopathology, diaphragm, lung, rat.
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1 INTRODUCAO

As alteracdes ou patologias do sistema respiratorio podem ocorrer pela acao
de diversos fatores, tanto intrinsecos, por exemplo, devido a alteracdes genéticas e
do sistema imune, quanto por alteracfes extrinsecas como o0 contato com polui¢éo,

tabagismo e o contato com microorganismos (HOFFMANN, 2003).

A invasdo de um tecido por um microorganismo promove uma lesao tecidual
ou infeccdo que pode ocorrer por acdo direta as células, pela liberacdo de toxinas
gue degradam os componentes teciduais ou pela indugdo de mecanismos imunes
do hospedeiro, sendo esta uma resposta do organismo a agressdo, podendo esta
lesdo ser local ou sistémica. A sepse é uma resposta sistémica a esta agressao,
geralmente ocorre pela infeccdo de bactérias gram-negativas, pela liberacdo de suas
endotoxinas ou lipotroteinas que séo lipopolissacarideos da parede celular, liberados
guando estas sao degradadas (KUMAR; ABBAS; FASTO,2005)

A sepse é uma das principais causas de morbidades e mortalidade, sendo
gue as suas complicacbes como o choque séptico e faléncia de multiplos érgdos séo
as causas mais frequentes de mortes nas unidades de terapia intensiva, mesmo em
centros especializados (BOCZKOWSKI et al, 1996, GUO, 1998, OZUDULGER et al,
2002).

Os principais pacientes alvos parecem ser os idosos, individuos
imunodeprimidos, com doencas associadas, criangcas pequenas, principalmente as
recém nascidas, pois elas possuem uma predisposicdo a infec¢cdo devido a

imaturidade ou depresséao imunoldgica (BOCZKOWSKI et al, 1996, ORELLANA et
al, 2006).

A infeccdo bacteriana pode ser disseminada pela corrente sanguinea,
afetando vérios 6rgaos e sistemas, alterando drasticamente a hemodinamica do
organismo, podendo gerar complicacfes sistémicas e ser fatal, até mesmo em
individuos sadios. As alteracdes hemodinamicas e celulares provocadas pela sepse

podem ser reproduzidas pela injecdo de lipopolissacarideo (LPS) em modelos
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animais experimentais, com evidéncias que a correlacionam fortemente com a
patogénese em humanos (LIN et al, 1998, AKAMINE et al, 1998).

A disfuncdo respiratéria € uma das principais manifestacfes clinicas da
sepse, a lesdo do pulméo relaciona-se com a insuficiéncia respiratdria e até mesmo
com a sindrome do desconforto respiratério agudo, ja o diafragma por ser o principal
musculo da mecanica respiratoria é também afetado pela acdo da endotoxina.
Portanto as alteragcbes nestes dois tecidos podem predispor a uma faléncia
respiratoria e necessidade de suporte ventilatorio, fato que pode agravar ainda mais
0 quadro dos pacientes, principalmente os que requerem tratamento intensivo (LIN
etal, 1998, TAILLE et al., 2001).

As alteracOes fisiopatologicas do sistema respiratdério apresentam-se de
varias formas, dependendo da intensidade da agressdo e das respostas

imunologicas do hospedeiro.

Quando o tecido pulmonar apresenta um processo inflamatério intenso ocorre
leséo endotelial com aumento da permeabilidade capilar e edema, desencadeando a
oclusao capilar eisquemia do tecido (('ACAMPORA et al., 2004).

Ja o diafragma apresenta também altera¢c6es funcionais quando em contato
com o LPS, resultando na sua disfuncéo contratil, oriundo de alteracbes nas
proteinas musculares, na glicélise, na producdo de ATP e também na formacéo de
radicais de oxigénio (BARREIRO et al., 2005)

A integridade do sistema respiratorio € um fator primordial para a
sobrevivéncia humana, as alteracdes das trocas gasosas ou da contractilidade
muscular afetam diretamente o equilibrio deste dstema. A identificacdo do tempo
transcorrido e dos efeitos causados apos injecdo do LPS possibilita o
desenvolvimento de medidas terapéuticas para auxiliar o suporte do organismo
acometido. Sendo clara a intima relacdo da necessidade da integridade dos tecidos
pulmonar e diafragmatico para o bom desempenho da mecéanica respiratéria torna-

se necessaria a averiguacao da intensidade da acdo do LPS nestes tecidos,
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compreendendo as repercussdes celulares desencadeadas pelo estimulo nocivo e o

tempo transcorrido até o aparecimento das alteracdes celulares e/ou sinais de leséo.

Porém dados a respeito das alteracdes histolégicas decorrentes do contato
das células pulmonares e diafragmaticas com LPS e a relacdo destes fatores com o
tempo transcorrido apés invaséo bacteriana ainda séo escassos, sendo necessario o
desenvolvimento de novas pesquisas para a compreensdo destes fatores e o

desenvolvimento de estratégias de tratamento cada vez mais eficazes e precoces.

1.1 Objetivo Geral

- Analisar o comprometimento histologico pulmonar e diafragmatico induzido pelo

lipopolissacarideo (LPS) bacteriano em modelo experimental.

1.1.2 Objetivos especificos

- Observar a presenca de alteracfes histopatoldégicas e no numero de células
mononucleares e polimorfonucleares no tecido pulmonar e diafragmatico em

diferentes tempos apés a inje¢cdo com LPS.

- Observar o padrdao eletroforético do DNA das células pulmonares e

diafragmaticas nos diferentes tempos.

- Correlacionar os dados obtidos com a histologia e da eletroforese do DNA.
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2REVISAO DE LITERATURA

2.1 Repercussdes do lipopolissacarideo (LPS) no organismo

2.1.1 Infeccao e Sepse

As doengas infecciosas tém exercido grande influéncia na humanidade, sendo
a principal causa de morbidade e mortalidade, a infeccdo € definida como a
multiplicagdo de microorganismos patogénicos no tecido hospedeiro, jA a sepse
caracteriza-se por uma resposta inflamatéria sistémica a presenca de um processo
infeccioso comprovado, que ocorre pela presengca de microorganismos e/ou
liberacdo de toxinas que ativam mediadores da inflamacdo em tecidos previamente
estéreis (CONSENSO BRASILEIRO DE SEPSE, 2003).

A sepse pode levar a alteragbes importantes no organismo como perfusao
alterada, hipoxemia, alteracdes do nivel de consciéncia, hipotensdo arterial entre
outras, atualmente é considerada como a causa mais importante de mortalidade nas
Unidades de Terapia Intensiva, varios fatores contribuem para o surgimento da
sepse como a crescente populacdo idosa, emprego de técnicas invasivas, maior
sobrevida em doencgas debilitantes e imunossupressivas e as infecgdes hospitalares
(AKAMINE et al, 1998).

Dentre os microorganismos que podem infectar o organismo hospedeiro as
bactérias gram-negativas se destacam por possuirem uma membrana externa
adicional composta de lipidios e polissacarideos, que age como uma camada rigida
gue protege a bactéria da acdo de antibidticos, essa camada denominada de
lipopolissacarideo comumente é utilizada como sinbnimo de endotoxina, estas
toxinas podem ser liberadas durante a lise da bactéria, o que ocorre na sua morte ou
durante a sua multiplicacdo, essas toxinas possuem a caracteristica de agirem tanto

localmente quanto a distancia (AKAMINE et al, 1998, GUO et al, 1998).

A estrutura do LPS é composta de acidos graxos de cadeia longa, ancorada
(lipideo A) a uma cadeia de agUcar central ambas as cadeias sdo muito similares em

todas as bactérias Gram-negativas. Ligada ao acucar central, existe uma cadeia
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variavel de carboidratos (antigeno O), esta é utilizada na sorotipagem e na
discriminacéo entre as diferentes cepas de bactérias, existindo uma alta variedade,
mesmo dentro de um mesmo género bacteriano. Escherichia coli (E. coli) é
particularmente uma produtora de enterotoxinas, possui uma toxina termolabil
imunogénica e uma termoestavel nao-imunogénica (PARSLOW et al, 2004, KUMAR;
ABBAS; FASTO, 2005).

A administracdo de quantidades variaveis de LPS em animais experimentais é
capaz de promover uma série de efeitos deletérios ao organismo, estas
manifestacdes vao de simples calafrios até a morte, a acdo da endotoxina ocorre de
forma indireta mediada por células hematopoiéticas, sendo que por si s6 o LPS
pouco téxico, necessitando de mediadores enddgenos para produzir os eventos da
sepse (AKAMINE et al, 1998).

A resposta do hospedeiro ao LPS bacteriano pode ser benéfica ou prejudicial,
benéfica quando ele ativa a imunidade protetora de varias formas, incluindo a
producdo de citocinas e quimiocinas. Todavia, altos niveis de lipopolissacarideos
desempenham papel importante em patologias infecciosas principalmente através
da producdo de niveis excessivos de citocinas como no choque séptico, na
coagulacdo disseminada, e na sindrome do desconforto respiratério no adulto
(CONSENSO BRASILEIRO DE SEPSE, 2003).

2.1.2 Interacdo do LPS nacirculacao sistémica

O processo de interagdo se inicia com a ligacdo da proteina de ligacdo do
LPS com o receptor de membrana do mondcito/macréfago, denominado CD14. A
ligacdo ao receptor ativa uma série de eventos intracelulares e consequente
ativacao de genes relacionados a produgao de citocinas tais como fator de necrose
tumoral (TNF), e interleucinas (ILs) principalmente a IL-1, IL-6, IL-12 e IL-18, estes
mediadores ativam outras citocinas, mediadores lipidicos, espécies reativas de
oxigénio e moléculas de adesédo que promovem migracdo de células inflamatérias

como a migracdo neutrofilica e também promovem a ativacdo do processo de
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apoptose. Estes mediadores séo liberados durante os primeiros 30 a 90 minutos
apés exposicdo ao LPS CONSENSO BRASILEIRO DE SEPSE, 2003, KUMAR;
ABBAS; FASTO, 2005, HOCKE et al, 2006).

Dentre os radicais de oxigénio liberados o 6xido nitrico (NO) se destaca, este
€ produzido no endotélio pela 6xido nitrico sintase (iNOS) estando diretamente
relacionado com a alteracdo da permeabilidade alvéolo capilar (CARVALHO;
BARBAS; AMATO, 2000). J& nas fibras musculares esqueléticas o NO previne o
dano muscular, reduzindo a sua forca muscular e evitando a fadiga (SAMBE et al,
1998, ANDERSON; WILLIAMS; HEAD, 2001), age também modulando a acao

mitocondrial e limitando o consumo de oxigénio (GATH et al, 1996).

A resposta imunolégica frente a certos membros das enterobactérias pode levar ao
desenvolvimento de doenca auto-imunolégica em determinados hospedeiros. A imunidade
contra estas é obtida no inicio da vida, ap6s a colonizagdo do intestino pela E. coli sendo
entdo produzidos os anticorpos contra os antigenos K e O, antes do desenvolvimento destes
anticorpos 0s recém nascidos sdo suscetivels & infeccdo sistémica, em particular ainfecgdo do
sistema nervoso central por E. coli, ja na vida adulta estas bactérias sdo causadoras de

infecgdes oportunistas e doencas entéricas (PARSLOW et al, 2004).

2.1.3 Efeitos do LPS no Sistema Respiratorio

De acordo com o Consenso Brasileiro de Sepse (2003) as infec¢des do trato
respiratério sdo as causas mais comuns de sepse em todo o mundo. Para
d’Acampora et al (2004), o pulméao é aparentemente o primeiro 6érgdo a ser atingido

pela infeccao.

O LPS pode modular o metabolismo da glicose e da insulina (ORELLANA,
2002, 2006) ap6s a injecao deste em modelo experimental, alguns tecidos
apresentaram captacdo aumentada de glicose, dentre eles o diafragma, baco,
figado, e pulmdo. O aumento ocorreu mesmo as custas de uma reducdo do

consumo de outros tecidos ou em condicdes de diminuicdo geral da oferta,
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representando uma resposta benéfica de desvio de combustivel limitado para

tecidos com demanda aumentada (LANG et al, 1993).

As enterobactérias podem atingir o sistema respiratorio desde a faringe até o
pulmdo, € uma das principais causas de pneumonia comunitaria como das intra-
hospitalares, com elevada mortalidade nestes pacientes, ocorrendo
predominantemente em individuos com doencas graves onde a bactéria ja esta
presente na flora orofaringea. O quadro clinico-radiolégico corresponde geralmente
a broncopneumonia que ocasionalmente pode se complicar ocasionado o empiema
(GOLDMAN; BENNETT, 1989, GARCIA; BERMEJO, 1998).

Porém considera-se a pneumonia comunitaria menos preocupante, visto que
possui etiologia e o menor potencial de complicacbes, em contrapartida a
pneumonia associada a ventilagdo mecéanica apresenta uma série de alteracoes,
cerca de um terco das mortes nestes pacientes é devido a infeccdo, além disso,
60% destas pneumonias sdo causadas por bactérias gram-negatvas, sendo as
enterobactérias agentes importantes (DAVID et al, 2000, NIEDERMAN et al, 2001)

Uma das formas mais graves e letais de lesdo pulmonar aguda é a sindrome
do desconforto respiratério agudo, nesta ocorre 0 comprometimento da funcéo e da
estrutura pulmonar, dentre os fatores predisponentes e desencadeadores desta
sindrome encontra-se as infec¢cdes pulmonares e principalmente as septicemias
(BUENO, 1999, CARVALHO; BARBAS; AMATO, 2000, MENEZES, 2002).

A lesdo pulmonar desencadeada pelo LPS tem eventos e progressao variavel,
mas pode ser classificada em trés fases, a exudativa, proliferativa e fibrética (UDOBI
et al, 2003). A interacdo entre o LPS e o tecido pulmonar produz um aumento das
citocinas pré-inflamatorias assim como perturbacdes no equilibrio nas citoxinas pro e
anti-inflamatorias. Por sua vez as citocinas ativam neutrofilos que aderem ao
endotélio capilar pulmonar e posteriormente migram para o espago intersticial e
alveolar, estes se tornam ativos produzindo citocinas como o TNF-a e ILs que
podem lesar o endotélio capilar e alveolar, a agdo neutrofilica gera também radicais
de superoxidos e proteases que podem lesar o epitélio vascular e alveolar. Os

metabodlitos do &cido araquidbnico causam alteracbes na auto-regulacdo e
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permeabilidade vascular, a lesdo do epitélio e do endotélio leva o aumento da
permeabilidade e subsequente influxo de fluido rico em proteinas para dentro do
espaco alveolar. Além disso, essas mudancas estruturais evidenciam uma piora na
fibrindlise na Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), que leva a uma
trombose capilar e microinfarto (CARVALHO,; BARBAS; AMATO, 2000,
MORTELLITI; MANNING, 2002).

Entendendo que o processo fibroproliferativo esteja limitado, alguns pacientes
alcancam resolucdo completa de dano pulmonar, ja outros progridem e desenvolvem
fiborose diretamente, sendo que a extensdo desta pode ser determinada pela
severidade, continuidade ou repeticdo do dano, sendo agravado em pacientes
criticos pelo efeito toxico do oxigénio e /ou a leséo induzida pelo ventilador mecéanico
(MORTELLITI; MANNING, 2002).

As infec¢bes parecem néo afetar apenas o tecido pulmonar, para Boczkowski
et al (1996), uma das principais manifestacdes que pode ocorrer na sepse e que
contribui consideravelmente para a mortalidade nesta condicdo patolégica é o

prejuizo da funcéo contratil dos musculos respiratérios.

Véarios autores afirmam que ha relacdo entre a exposicdo ao LPS e a
diminuichio da capacidade de contractilidade do musculo respiratorio,
consequentemente a diminuicdo da sua forca, esse fracasso muscular afeta
principalmente o diafragma. Varios estudos em animais e também em humanos
demonstraram essa relacdo, sendo que a lesdo ocorre principalmente nos pacientes
em situacdes criticas, nas patologias pulmonares crénicas ou em outras condicfes
onde se verifica 0 prejuizo da funcéo respiratéria como no processo de retirada da
assisténcia do suporte ventilatorio, em individuos desnutridos ou com desordens
neuromusculares (GUO et al, 1998, BOCZKOWSKI et al, 1999, ANDERSON;
WILLIAMS; HEAD, 2001, COINTOIN, et al, 2001, SUPINSKI; CALLAHAN, 2006a).

A diminuicdo da contractilidade foi atribuida por diversos autores pela fadiga
da musculatura, esta secundaria a lesdo do sarcolema, afetando as propriedades
elasticas e consequentemente as contragbes do musculo (LIU et al, 1997,
COINTOIN, et al, 2001, ANDERSON; WILLIAMS; HEAD, 2001). Ja Liu et al (2002)
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verificou que a lesao do sarcolema ocorre pela alteracdo da fungao das miofibrinas e
dos canais de calcio afetando diretamente as caracteristicas elétricas e contracteis

do diafragma.

A sepse esta relacionada também com alteracBes mitocondriais importantes,
Supinski e Callahan (2006b) verificaram em seu estudo a deficiéncia organica de
mitocondrias ap6s inducdo do LPS no musculo diafragmatico e cardiaco, porém

esse evento também pode ser verificado em outros tecidos.

Desta forma as infecgOes causadas pelo LPS promovem tanto a lesdo pulmonar como
a fragueza da musculatura esguelética respiratoria, causando uma alteracdo da mecanica
ventilatoria normal levando a grande maioria dos pacientes acometidos a necessitarem do uso
de algum suporte ventilatério. Porém sabe-se que a ventilacdo mecanica invasiva, utilizada
por um periodo prolongado ou com altos niveis pressoricos pode também promover
respectivamente a fraqueza da musculatura diafragmética e principalmente a lesdo pulmonar
(DUARTE, 2000, DAVID e a, 2000, IMANAKA e al, 2001).

2.1.4 Papel das células inflamatdérias

Embora todos os tipos de leucécitos contribuam para a defesa do organismo
do hospedeiro trés tipos apresentam papéis predominantemente especiais, 0S
macrofagos, linfocitos e neutréfilos, sendo que os macréfagos e neutréfilos atuam na
fagocitose de bactérias, restos celulares e materiais particulados (GUYTON; HALL,
1996, PARSLOW, 2004).

Ja os linfocitos possuem pouca acéo fagocitica, mas realizam uma série de
reacoes protetoras, sendo 0s principais agentes da imunidade adquirida, sua acao
fagocitaria ocorre em conjunto com as células da fagocitose, eles possuem a
capacidade de reconhecer e matar diretamente muitos patégenos, sendo efetores
celulares mais importantes da imunidade inata (AKAMINE et al, 1998, UCHOA;
CARNEIRO, 2004, PARSLOW, 2004).
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Os macréfagos sao células fagocitarias difusamente espalhadas, séo
indistinguiveis em condicbes normais e se assemelham entre si na funcdo e
aspecto, porém em alguns tecidos diferem-se exibindo caracteristicas morfologicas
especificas. Quando o0s macréfagos se deparam com certos mediadores
inflamatorios como o LPS ou com outros sinais de lesdo estes sdo ativados,
englobam entdo quaisquer particulas até alvos maiores, degradando o material
fagocitado pela acdo dos lisossomos. Os macrofagos estdo envolvidos também na
liberacdo de substancias biologicamente ativas como a elastase e colagenase que
auxiliam no processo de reparacdo, as citocinas como IL-6, prostanglandinas,
qguimiocinas e Oxido nitrico que possui acdo antimicrobiana e atua na liberacdo de
mediadores vasoativos da inflamacéo, entre outras (PARSLOW, 2004, ABBAS;
LICHTMAN, 2005).

O macroéfago interage com as citocinas dos linfécitos (TNF e IL-12) que
controlam a proliferacdo, diferenciacdo e funcdo efetora dos linfocitos, os
macrofagos atuam também como células apresentadoras de antigeno, isso € elas
processam e exibem substancias estranhas numa forma que os linfocitos possam
responder (PARSLOW, 2004, TEER, 2004).

Véarios mediadores inflamatérios sdo produzidos também pelos macréfagos
alveolares, como verificado por exemplo nos casos de desenvolvimento de SDRA
em pacientes de neutropénicos (MORTELLITI; MANNING, 2002).

Ja os polimorfonucleares sao as células mais numerosas na resposta aguda a
sepse (A’ACAMPORA et al, 2004). Os neutréfilos exercem funcdo vital e
indispensavel na defesa do organismo hospedeiro contra microorganismos
invasores, a migracdo de neutrofilos através do endotélio vascular e da barreira
epitelial ocorre sem haver alteracbes de permeabilidade epitelial, porém o seu
acumulo (quantidade) e principalmente o seu estado de ativacdo nos pacientes com
lesdo pulmonar, correlacionam-se com indices de gravidade da lesdo pulmonar
(MENEZES, 2002)

Segundo White et al (1993) o processo inflamatorio é resolvido quando ocorre

a remocao de neutrofilos e demais células inflamatérias pela indugcéo da apoptose,
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sendo que os neutrofilos humanos estdo constantemente em apoptose pois

apresentam-se nesta fase funcionalmente inativos.

2.1.5 Morte celular

A morte celular definida como perda irreversivel da estrutura e funcéo celular
€ um fendmeno vital para os organismos e compreende dois padrdes morfoldgicos
distintos. A mais comum, a necrose, manifesta-se por uma tumefacdo ou ruptura
celular, desnaturacdo e coagulagcédo de proteinas citoplasméticas e degeneracéo de
organelas, ja a apoptose ou morte celular programada € caracterizado como um
evento mais regulado, destinado a eliminagdo de populagfes indesejadas de células
durante a embriogénese ou em processos fisiopatoldgicos que envolvem a involucao

de células individuais, € um processo ativo que requer energia e que apresenta
pouco dano ao tecido vizinho (MENEZES, 2002)

A mitocondria parece ter papel importante na lesdo celular induzida pela
sepse ou infeccBes bacterianas indicando que nestas manifestacbes ocorre
diminuicdo da taxa de producdo de ATP pela mitocondria. A produgcéo de ATP pode
ser gerada por metabolismo anaerdbio, conduzindo a formacédo intracelular de
lactato e acidose. Além disso, durante a sepse, porém podem ser produzidos
radicais livres de oxigénio como superoxido e peroxido de hidrogénio, estes podem
potencialmente reagir com multiplos componentes celulares alterando a funcéo das
proteinas enzimaticas e de elementos estruturais, finalmente o dano mitocondrial
pode ocorrer por liberagdo do citocromo ¢, que ativaria a formacao e liberacao de
caspases e iniciaria a apoptose celular (SUPINSKI; CALLAHAN, 2005b).

A apoptose ou morte celular programada € uma via induzida por um programa
intracelular altamente regulado no qual as células destinadas a morrer ativam
enzimas que degradam o DNA nuclear e as proteinas citoplasmaticas. A membrana
plasmatica permanece intacta, mas a sua estrutura € alterada de forma a tornar a
célula um alvo primario de fagocitose, desta forma a célula em apoptose é
fagocitada sem que seu conteudo extravase, desta forma a morte celular néo

desencadeia uma reagao inflamatdria no hospedeiro, diferindo assim da necrose que
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apresenta perda da integridade das membranas, digestdo enziméatica e freqliente
reacao do hospedeiro (GREEN; REED, 1998, KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005).

As modificacbes bioquimicas freqlientes neste evento sdo a degradacao de
proteinas pela ativacdo das caspases, estas sao pré-enzimas inativas nas células
normais que quando ativadas destroem a estrutura nuclear e o citoesqueleto, além
de ativar DNases que degradam o DNA nuclear. Outro evento é a decomposi¢ao do
DNA em pequenos fragmentos com consequente clivagem internucleossomal do
DNA, uma maneira de identifica-los € visualizando os fragmentos pela eletroforese
em gel de agarose com a formacéo de bandas de padréo caracteristico. Entretanto a
clivagem internucleossomal do DNA ndo € especifica, necessariamente para
apoptose, o padrdo “manchado” de fragmentacdo do DNA é considerado indicativo
de necrose, mas pode ser um fendmeno autolitico tardio e as bandas tipicas de DNA
também podem ser vistas em células necroéticas (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos e Legais

O estudo foi desenvolvido em modelo animal, realizado no Laboratério de
Biologia Celular e Tecidual, do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da
Universidade do Vale do Paraiba ap6s aprovacéo do Comité de Etica e Pesquisa da
(CEP) da Universidade do Vale do Paraiba, tendo sido aprovado sob o numero
A032/CEP/2006.

3.2 Protocolo experimental

Os animais foram tratados de acordo com as normas de Principios Eticos na
Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal COBEA/
junho de 1991, sendo utilizados 18 ratos Wistar, machos, peso corporal entre 200 e
250 gramas, fornecidos pelo biotério da Universidade do Vale do Paraiba UNIVAP —

Sao José dos Campos (SP).

Os animais foram randomizados através de um sistema de envelopes
idénticos e divididos aleatoriamente em 6 grupos experimentais, controle, 1, 3, 6, 12
e 24 horas, os animais foram mantidos em ambiente limpo e seco, com luz natural,

respeitando o ciclo claro/escuro de 12h e oferta diaria de racao e agua ad libitum.

Os animais foram pré-anestesiados e submetidos a administracdo intravenosa
de 5mg/kg de lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) via peniana, com excec¢ao

do grupo controle.

O tempo analisado apés a administracédo do LPS foi de 1, 3, 6, 12 e 24 horas,
apos esse periodo os animais foram pré-anestesiados com zoletil endovenosa
50mg/kg (cloridrato de zolazepam, 25mg/ml; 0.1 ml/kg e cloridrato de tiletamina
25mg/ml) e colocados em decubito dorsal, foi entdo realizada a abertura abdominal e
o sacrificio por exsanguinacdo da artéria aorta, foi realizada também a abertura

toracica para a ressecc¢ao do diafragma e do pulméo.
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Os animais foram divididos em grupo 1h (n=3), grupo 3h (n=3), grupo 6h
(n=3), grupo 12h (n=3), grupo 24h (n=3) e grupo controle C (n=3).

As amostras do Iébulo pulmonar inferior direito e hemicupula diafragmatica
direita foram retiradas e congeladas em nitrogénio liquido, preservado a —70° para
extracdo do DNA, ja o as amostras do lado esquerdo foram colocadas em imerséo
na substancia fixadora de formol 10% por 48 horas e processado para estudo

histoldgico.

3.3 Andlise histopatoldgica

As amostras do pulmao foram submetidas ao processo de desidratagéo onde
foram colocados em imersao em alcool 70% por 24horas e em alcool 96% pelo
mesmo periodo, o processo foi finalizado pela imersdo em alcool absoluto (100%)

por 8 horas.

Foram realizadas duas imersdes de xilol por 2 horas, apés isto as amostras
foram impregnadas em parafina resinada Histosec® (Empresa Merck), por duas

vezes, pelo periodo de 2 horas cada uma, antes de serem emblocados.

J& as amostras do diafragma foram lavadas em agua corrente por um minuto,
foi realizada a desidratacdo sequencialmente em alcool 50, 70 e 100% por 1 hora e
meia cada, apos a etapa de desidratacéo foi realizada duas imersdes de xilol por 2
horas cada e realizada a impregnacdo em dois banhos de parafina resinada
Histosec® (Empresa Merck) durante 2 horas cada por duas vezes, logo apds as

amostras foram emblocadas.

O material foi processado manualmente quando estava no bloco de parafina
em micrétomo Leica 818 (Leica Microsystems), em cortes axiais, com espessura de
3 um, desparafinados e submetidos a coloracdo com hematoxilina-eosina (HE) e

examinados independentemente por um investigador de forma cega.
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As amostras passaram por duas analises, a quantitativa com contagem das
células polimorfonucleares (neutréfilos) e mononucleares (macréfagos e linfocitos)
onde foi usada a andalise morfométrica pela técnica de contagem de pontos, com
auxilio de grade ocular de contagem composta por 100 pontos e 50 linhas
denominado reticulo, com area de 10.000 um2 e observando por um aumento de
aumento de 1000x. A contagem foi realizada em cinco campos néo coincidentes e
aleatorios. A andlise qualitativa foi realizada pela observacdo da presenca de
alteracbes como edema, hemorragia e a propria integridade tecidual por meio de

microscopia optica.

Para a analise estatistica os dados foram expressos em média + desvio
padrdo, as diferencas das variaveis entre os grupos foi analisado utilizado o teste de
variancia one-way. Para identificarmos se € estatisticamente comprovado que diante
dos dados coletados ocorreu um aumento do nimero de células, ao longo das 24
horas, comparado com o controle foi realizado o teste ANOVA, o nivel de

significancia estabelecido foi de 5%.

3.4 Andlise do DNA por eletroforese em gel de agarose

Seguindo o protocolo de procedimentos publicado por Fliss e Gattinger (1996)
as amostras do pulméao e do diafragma foram isoladas (200 a 500mg) com 0 mesmo
volume de solucdo de homogeneizacdo (10umol/L Tris-HCI, 25 pumol/L EDTA, com
100 pmol/L NaCl, pH 8.0) a 0°C, foram homogeneizados no equipamento
Dispergierantrieb T10, IKA® por 30 segundos a 10 000 rpm. Uma amostra de 100uL
do homogeneizado foi misturada a de 1,25 mL de solucdo tampéo (10umol/L Tris-
HCI, 25 pmol/L EDTA, 100 pmol/L NacCl, e 1.0% SDS, pH 8.0) onde a suspensao foi

incubada por 15min a temperatura ambiente.

A suspenséo foi entdo centrifugada a 13.000 xg por 15 min a temperatura
ambiente e 0 sobrenadante enriquecido de fragmentos de DNA foram coletados com

o cuidado de nao perder o sedimento com caracteristica viscosa contendo o DNA, a
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este foi acrescido 100ug/mL de proteinase K por 30min a 50°C e deixado para

precipitacdo em overnight a -20° C.

O DNA foi coletado ap6s com a centrifugacao da etapa anterior em 13.000 xg
por 15min a 4°C, dissolvido em 500uL de solugao tampéao TE (10mmol/L Tris-HCIl e
1 mmol/L EDTA, ph 8.0). A solucdo de DNA foi extraida com fenol cloroférmio

saturado conforme descrito por Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989).

A solucdo de DNA foi lavada e novamente extraida com cloroférmio e
precipitada com 60% de etanol com 0,5 mol/L de NaCl a -20°C por uma hora. O
DNA coletado foi centrifugado, dissolvido em 50uL solucédo de TE e tratados com
RNAse (100pg/mL) por 30 min a 37°C, e imediatamente submetido a eletroforese
em gel de agarose (1.5%) com tampéao de TAE (40mmol/L Tris-HCI, 30 mmol/L acido
acético e 2 mmol/L EDTA, pH 8.0). Os resultados foram visualizados em

transluminador (Transluminador UV 302 nm — T26M, BioAgency).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise histoldgica

Na andlise histolégica do tecido pulmonar péde-se observar a presenca de
alteracdes histologicas no decorrer ao tempo do tempo analisado, como o
espessamento dos septos alveolares e a hiperemia dos vasos sanguineos conforme
demonstra a figura 1, para os grupos de 1 hora e 3 horas quando comparados ao
grupo controle.

Figural:Histologia do parénquima pulmonar

(A) Grupo controle 100x (B) Grupo 1h (%) espessamento dos septos alveolares, (® ) hiperemia dos
vasos sanguineos (®) 100x, (C) Grupo 1h mantém padrdo descrito em (B) nota-se vasos
hiperemiados com a presenca de polimorfonucleares ® ) 100x (D) Grupo 3h observa-se a presenca

do espessamento dos septos (%) e a presenca de polimorfonucleares de permeio (® ). 100x

A presenca de células polimorfonucleares e mononucleares foi observada nos

vasos hiperemiados apoés trés horas de injecdo do LPS, conforme destacado na



figura 2A. Apos seis horas, os vasos mantém o mesmo padréo de hiperemia com o

aumento do nimero de células, representado principalmente por polimorfonucleares
(Figura 2B).

Figura2:Histologia do parénquima pulmonar

(A) Grupo 3h vaso sanguineo discretamente hiperemiado com a presenca de mononucleares e
polimorfonucleares ®) 400x, (B) Grupo 6h padrdo de hiperemia com o aumento do nimero de
células, representado principalmente por polimorfonucleares. 100x

O parénquima pulmonar nos grupos 12 e 24 horas ap0s injecdo do LPS
ambos os cortes apresentam as alteracdes ja observadas no grupo 6 h (Figura 3A e
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Figura 3: Histologia do parénquima pulmonar
(A) Grupo 12h (B) Grupo 24h, discreta hiperemia, escassos nimero de polimorfonucleares100x.

Na figura 4 podemos verificar as alteragBes diafragmaticas, verificamos
discreta hiperemia do vaso no grupo uma hora (Figura 4B, 4C), quando comparado
ao controle. Sendo que apoés seis horas o0 mesmo padrao foi observado (dados néo
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mostrados). Destaca-se, entretanto, que a partir de 12 horas ap0s inje¢do do LPS

observa-se a presenca de edema entre as fibras musculares (Figura4 D, E e F).

Figura4:Histologia da musculatura do diafragma
(A) Grupo controle, 100x (B) grupolh verifica-se discreta hiperemia do vaso, 100x (C) Grupo 3 h
mantém o padrdo de discreta hiperemia do vaso, 100x (D) Grupo 12h verificase edema entre as
fibras musculares, 100x (E e F) Grupo 24h além da presenca de edema entre as fibras musculares
(®), verificado em ambos os cortes (F) verifica-se a hiperemia do vaso100x.

4.2 Contagem celular

As médias e desvio padrdo da contagem de células totais, mononucleares e

polimorfonucleares presentes no tecido pulmonar pode ser verificado na tabela 1.



Tabela 1: Contagem de células do parénquima pulmonar
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Tempo Celularidade total Células Mononucleares  Células Polimorfonucleares
0 08,33+ 1,34 06,33 £ 1,29 01,93 +£0,70
1h 10,00 + 1,69 07,73+ 1,10 02,27 + 1,03
3h 17,60 + 2,02 08,47 + 1,55 09,13 + 2,00
6h 22,26 + 0,96 08,00 + 1,69 14,27 + 1,83
12h 23,80 + 1,01 07,60 £ 0,91 16,20 + 0,86
24h 27,00 + 1,50 10,47 + 1,36 16,80 + 1,32

Os dados obtidos demonstram uma evolucao temporal do nimero de células
pulmonares mononucleares, sendo que as barras verticais mostram uma flutuacao

estatistica de amplitude igual a dois desvios padrao (Figura 5).

Pode-se observar uma evolucdo positiva deste numero, porém com um
comportamento ndo linear neste crescimento, que pode ser visto pelo aumento do
ndamero de células até 3 horas, em seguida um decréscimo para novamente um

aumento mais expressivo entre 12 e 24 horas (Figura 5).

Células Pulmonares - Mononucleares

NUumero de células/ um?2
(o)

0 T T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tempo (horas)

Figura5: Média das células mononucleares em parénquima pulmonar de ratos Wistar apés
aplicacdo do LPS.

A linha de tendéncia linear mostra o aumento significativo do nimero de
células. Para uma analise estatistica mais elaborada podemos sugerir a hip6tese de
gue ha um crescimento positivo do nimero de células, ou seja, se é estatisticamente
significativo. Os dados coletados e o resultado da Andlise de Variancia para a

regressao sugerem que ha um aumento significativo do numero de células,
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comparado com o controle, ao longo das 24 horas, com o nivel de significancia para

o teste de regressao menor que 5% (Apéndice A, tabela 1).

Pode-se verificar também que um modelo linear explicaria em torno de 67% a
variacdo do numero de células, que pode ser visto pelo valor de R-Quadrado. Cabe
salientar que um modelo matemético mais significativo para o crescimento do
namero de células deveria ter amostras maiores e mais sistematicas, ou seja, com

periodo de tempo regular e intervalos menores entre as amostras.

J4 em relacdo a evolugdo temporal do nimero de células pulmonares
mononucleares. As barras verticais mostram uma flutuacdo estatistica de amplitude
igual a dois desvios padrao. Podemos verificar que o comportamento de crescimento
das ceélulas polimorfonucleares é diferente da anterior. H4 um crescimento
acentuado até por volta das 6 horas e posteriormente verifica-se uma estabilizacéo

no numero de células (Figura 6).

Células Pulmonares - Polimorfonucleares

20
NE 18 // 4
E’ 16 + - P =
3 14 —
% 12 / //
$ 10 } /
T 8 /J_ /
© s
o [ _—
IS 4
‘g 2

O T T T T T T T T T

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
Tempo (horas)

Figura 6: Média das células polimorfonucleares em parénquima pulmonar de ratos Wistar apoés
aplicagédo do LPS.

O modelo linear, embora inadequado para explicar o comportamento
complexo do crescimento do numero de células mostra a tendéncia de crescimento
e a ANOVA mostra que o nivel de significacdo do teste € de 5,1%, ou seja, bastante
significativo, o que justifica estatisticamente que de fato hd um crescimento do

numero de células diante da inoculacéo de LPS (Apéndice A, Tabela 2).
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Pode-se ver que o modelo linear, mesmo inadequado, explica 65% da
variacdo do crescimento do numero de células e o0 mesmo pode-se dizer de um
modelo matematico mais elaborado. Isto €, para tal seria imprescindivel ter amostras
coletadas em tempos regulares.

Quando comparamos o0 numero de células mononucleares com
polimorfonucleares, observa-se um comportamento diferente entre os dois tipos

celulares (Figura 7).
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Figura7: Média das células mononucleares e polimorfonucleares em parénquima pulmonar de
ratos Wistar apos aplicagcdo do LPS.

Os percentuais entre as células mononucleares e polimorfonucleares
expressas na figura 8, séo estatisticamente diferentes. Com um nivel de significancia
de 4,85% podemos dizer que o aumento do numero de células dos dois tipos é
diferente, mostrando um comportamento diferenciado entre estas células (Tabela 3
Apéndice A).

Este € um resultado bastante interessante, pois podemos sugerir que no

diagnostico da inflamagéo, pode-se utilizar um teste para avaliar o numero de



células do tipo polimorfonucleares, pois seu

inflamacéo.

aumento é consideravel diante
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Figura8: Percentual de total de células do parénquima pulmonar

Quanto a anélise das células diafragmaticas, os dados em relacdo ao numero

de células inflamatérias no tecido diafragmatico e seus respectivos desvios padrao

séo apresentados na tabela 2.

Tabela2: Contagem de células do musculo diafragma.

Tempo Celularidade total Células Mononucleares Células Polimorfonucleares
0 0,4 £0,91 2,13 +0,64 1,40 £ 0,67
1lh 25+1,57 2,27 +0,80 1,67 £ 0,82
3h 2,5+1,35 2,27 + 0,96 1,87 £ 0,52
6h 5,5+0,92 2,93 +0,70 2,07 + 0,46
12h 25+1,30 2,53 +0,99 1,53+ 0,64
24h 5,5+0,75 2,80 +0,77 2,20 + 0,68

Quando analisamos a evolucdo temporal do niamero de células pulmonares

mononucleares diafragmaticas com seus respectivos desvios padrdes podemos

avaliar a flutuacéo estatistica representada na figura 9.
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Os dados apresentados no grafico mostram que ha um aumento do numero
de células, porém com 6 horas ha um aumento, onde observamos uma alteracao da
linha de tendéncia, o modelo linear ndo explicaria bem o comportamento geral, isso
é verificado na tabela 4 do (Apéndice A) com p = 0,14.

Numero de células/um?2
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Figura9: Média das células mononucleares diafragmaticas de ratos Wistar ap6s aplicagédo do
LPS.

Entretanto, quando retira-se o ponto 6 horas obtemos um modelo linear para
tais dados como pode ser observado na figura 10.

4
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Figura10: Média das células mononucleares diafragméaticas de ratos Wistar apés aplicacédo do
LPS, com excec¢do do grupo 6 horas.
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O gréfico mostra que o modelo linear explica 97% do crescimento do numero
de células, e a tabela ANOVA mostra um nivel de significagdo com p= 00016, ou
seja, estatisticamente muito significante, o que nos leva propor que o modelo linear
pode explicar o crescimento, excluindo os dados da coleta com 6 horas (Tabela 5,
Apéndice A).

Em relacdo as células polimorfonucleares na representacao grafica, podemos

obter as seguintes médias com os desvios padrfes na figura 11.

Numero de células/ um?2
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Figura 11: Média das células polimorfonuclear es diafragmaticas de ratos Wistar apés aplicagdo do L PS.
Com 12 horas, podemos verificar que ha um decréscimo do aumento do

namero de células polimorfonucleares, com posterior aumento, quando verificamos a
linha de tendéncia observamos que o modelo linear ndo explica estas taxas de
crescimento, o que é comprovado quando utilizamos o teste ANOVA onde obtemos
p= 0,20 (Tabela 6, Apéndice A).

Quando representamos graficamente o percentual das células mononucleares

e polimorfonucleares no tecido muscular do diafragma obtemos a figura 12 e 13.
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Figura 12: Percentual detotal de célulasinflamatérias diafragmaticas.
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Figura 13: Percentual de total de células inflamatérias diafragmaticas.
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Para testamos a hip6tese da diferenca estatisticamente significativa entre o

namero de células mononucleares e polimorfonucleares de acordo com o tempo,

concluimos que estatisticamente que aumento do nimero dos dois tipos de células é

diferente, pois o valor p< 0,05 (Tabela 7, Apéndice A).

4.3 Eletroforese

Pelo método utilizado de extracdo do DNA, podemos observar que nos

tempos estudados e na dose de LPS utilizada, o dano tecidual causado néo é
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suficiente para induzir fragmentacdo do DNA. Observa-se um discreto arrasto apés
seis horas, sugerindo que ha necrose no tecido. Os dados, entretanto, ndo sao
significativos, para que se possa afirmar o tipo de dano causado ao tecido (Figura
14).
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Figura 14: Perfil eletroforético do DNA extraido do tecido pulmonar. (M) Marcador de peso
molecular 100 pb. (C) controle, (1) 1 hora, (2) 3 horas, (3) 6 horas, (4) 12 horas e (5) 24 horas.

Um padrdo um pouco distinto foi observado para o tecido diafragmatico. Em
todos os tempos foi observado um padréo de arrasto exceto para a amostra de uma
hora pois a quantidade de DNA obtida ndo pode ser visualizada em gel de agarose
(Figura 15).
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Figura 15: Perfil eletroforético do DNA extraido do do tecido diafragmatico. (M) Marcador de
peso molecular 100 pb. (C) controle, (1) 1 hora, (2) 3 horas, (3) 6 horas, (4) 12 horas e (5) 24
horas.
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5 DISCUSSAO

Os estudos em animais experimentais possibilitam a compreensdo dos
mecanismos lesivos e o desenvolvimento de esquemas terapéuticos, o que €
imensamente dificil de ser realizado em humanos. O modelo mais aceitavel sem
davida é o que mais se assemelha na filogenética ao humano, porém algumas
espécies animais apresentam resisténcia aos efeitos do LPS, além disso, quando
necessitamos de numero maior de amostras, 0s ratos se enquadraram neste perfil,
sendo € claro que este modelo € amplamente utilizado por muitos autores
(MENEZES, 2002).

Sabe-se que apesar de crescentes avancos da medicina as alteracdes
causadas pelas endotoxinas nas Unidades de Terapia Intensiva ainda sao a grande
causa de mortalidade e morbidades, até mesmo em centros especializados
(OZDUULGER et al, 2002), isso pode ser explicado pelas reacgdes inflamatorias

sistémicas desencadeadas pelas endotoxinas no organismo hospedeiro.

A resposta inflamatéria enddgena do organismo apOs exposicdo as
endotoxinas leva a alteracfes diretas e indiretas sobre as células, causando lesdes,
alterando suas funcdes, deflagrando a sintese, liberando ou ativando a cascata de
mediadores inflamatérios. Verifica-se que sédo os polimorfonucleares as células mais
numerosas na resposta aguda da sepse, quando o processo inflamatério é intenso
verifica-se também um aumento da permeabilidade capilar e edema, levando a
oclusao capilar e isquemia (’ACAMPORA et al, 2004)

No pulmdo o LPS altera a mecéanica pulmonar, alterando a oxigenacao
alveolar, arterial, e da ventilacio do espaco alveolar, coincidindo com o
desenvolvimento da hipertensdo pulmonar, sendo esta caracterizada pelo aumento
da resisténcia ao fluxo aéreo e redugdo da complacéncia pulmonar. Existem
evidéncias de que na lesdo pulmonar existe a participacdo vigorosa dos neutroéfilos
desde o inicio da lesé&o, uma caracteristica da leséo € o influxo para o espaco aéreo
pulmonar, sendo que a sua persisténcia e elevacdo € associada ao aumento da
mortalidade (BUENO, 1999).
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Nos resultados obtidos neste trabalho foi verificado no parénquima pulmonar
um aumento das células inflamatorias principalmente dos polimorfonucleares, sua
presenca foi verificada nos vasos sanguineos (Figura 1 C), permeando o septo
alveolar (Figura 1 D), foi verificado também o espessamento do septo alveolar, além
do aumento do numero total de células neutrofilicas estatisticamente significativa (p<
0,05) quando comparado ao controle, sendo a identificacdo destas células um

meétodo de andlise importante para a avaliacao inflamatoria.

Foi verificado também a partir da analise morfométrica do tecido pulmonar um
aumento estatisticamente significativo de mononucleares (p< 0,04), embora para
uma analise melhor fosse interessante que a avaliagcdo ocorresse em um tempo
maior, de preferéncia superior a 24 horas e com menores intervalos de coleta dos

dados.

A disfuncdo muscular envolve também o comprometimento do diafragma, o
gual em decorréncia dos efeitos inflamatérios do LPS apresenta uma diminui¢cdo da
contractilidade e perda de massa muscular na fase aguda, ja na inflamacé&o crénica

é verificado o desgaste muscular e caquexia (KOTLER, 2000).

LIN et al (1998) comparou a inducdo aguda feita pela aplicacdo intra-arterial
de LPS com a subaguda induzida com a ligacao/perfuracdo cecal, os autores
concluiram que ambas as técnicas alteram o potencial da membrana das células
diafragmaticas, varios modelos foram propostos para explicar este mecanismo e
justificar a perda da forca muscular, como o desequilibrio entre a oferta e utilizacao
energética, e a liberacdo de mediadores inflamatérios, entre outros, porém a
natureza precisa deste mecanismo permanece ainda obscura. Assim, embora se
saiba da relacdo entre as afeccdes pulmonares ou sistémicas com a alteracdo da
contractilidade diafragmatica pouco tem sido estabelecido para explicar qual o fator
responsavel pelo desencadeamento e perpetuacdo da disfuncédo, sabe-se, porém,
gue além das citocinas, alteragBes das fun¢des mitocondriais podem agravar a

capacidade de contractilidade desta musculatura.

Sendo a sepse um modelo de estudo da resposta inflamatoria, verifica-se que

a sua inducado pode ser realizada de varias formas, desde a inalacao ou instilacéo
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intratraqueal de substancias toxicas, inducdo por modelo de ligacdo/perfuracéo
cecal, disseminacdo de infeccbes de outros tecidos ou pela aplicacdo direta de
endotoxinas. Porém a maior agressao ocorre no contato direto do LPS com o tecido
diferente do contato intravenoso que desencadeia respostas sistémicas e processos
inflamatorios diferentes, desta forma, alguns destes eventos podem ndo ser
percebidos de forma téo clara em determinados tecidos (BOCZKOWSKI et al, 1996).

Além disso, sabemos que as repercussdes extra-pulmonares das endotoxinas
sao freqlentes, sendo a disseminacdo do LPS por via hematogénica principalmente
a E. coli ocorrer pela sua translocagdo através das células do epitélio intestinal,
podendo gerar complicacbes em varios tecidos, mesmo distantes (GARCIA;
BERMEJO, 1998).

Menezes et al (2005) pesquisando a acdo da lesdo pulmonar em animais,
verificou mudancas na estrutura morfofisiologica com respostas inflamatoérias
maiores e também um maior conteldo de polimorfonucleares nos animais que
receberam o LPS na instilacdo no tecido pulmonar do que por via intraperitonial, vale

ressaltar que as analises foram realizadas 24h apos a aplicagéo.

Nos estudos de Lin et al (1998), foi verificado o dano morfolégico mais
pronunciado do sarcolema do musculo diafragmatico quando comparado ao musculo
s6leo em animais com sepse induzida, os autores discutem que estes efeitos
poderiam ser explicados pela acdo local do LPS se este fosse aplicado
intraperitonial, porém a aplicacdo foi realizada intra-arterial, desta forma, os autores
aceitam a hipo6tese de que isso ocorre pelo aumento do fluxo sanguineo na atividade
mecanica do diafragma comparado ao musculo do membro particularmente em

estados de anestesia.

Estudo realizado por Boczkowski et al, (1996), comparando a agéo do LPS
nos musculos do coracdo, diafragma, abdémen e intercostais, verificou que o
diafragmético e cardiaco possuem uma suscetibilidade maior do que os outros
musculos avaliados, segundos os autores isso poderia ser explicado pelo aumento
do fluxo sanguineo muito solicitado no sistema cardiorrespiratorio, porém isso nao

foi verificado nos musculos intercostais, tdo necessario na respiracdo quanto o
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coracao e o diafragma. Outra explicagéo seria a proximidade destes com o local de
aplicacdo que foi peritonial, porém isso nao explica a ndo agressao dos musculos
abdominais sendo que o LPS foi aplicado nesta musculatura. Nao obstante, a
hipotese utilizada seria que a mecanica respiratoria puxa o fluido da cavidade
abdominal para a face diafragmatica, esta exposi¢cao excessiva geraria as diferencas

observadas entre o diafragma e os outros musculos.

Diante destes trabalhos é interessante notar que o musculo diafragmatico
possui uma predisposicdo a acao do LPS, mesmo que em nossos dados o aumento
no numero de células ndo tenha sido estatisticamente significativo, nem resultados
claros na eletroforese, pudemos percebemos na analise histolégica a presenca de
edema, entre as fibras musculares, o qual foi observado apos 12 horas de injecdo de

LPS, o que nos faz refletir sobre um possivel comprometimento deste tecido.

No presente estudo foi observado que apos seis horas da administracdo do
LPS houve um pico no nimero de células polimorfonucleares e mononucleares em
ambos os tecidos, sugerindo que o modelo de aumento linear do niumero de células
nao seria 0 mais adequado. Estudos verificam que apdés 6 horas a injecéo
intravenosa do LPS de E. coli a musculatura ja sofre alteracdo na forca de contracdo
(SAMBE et al , 1998). Essa diminuicdo de forca em relacdo ao grupo controle foi
confrmada em diversos estudos sendo intimamente relacionada a acdo de
mediadores inflamatorios, como o fator de necrose tumoral Trabalhos
demonstraram que obteve-se uma melhora na forca de contracdo no grupo
submetido a aplicacdo do LPS associado ao tratamento de laser de baixa poténcia,
onde foi verificando a sua acao anti-inflamatéria promovendo a inibicdo do fator de
necrose tumoral (AIMBIRE et al, 2006).

Poucas alteracdes estruturais foram observadas, como a discreta hperemia
do vaso e a presenca de edema entre as fibras musculares, dados também
observado por Ozduulger et al (2002) predominantemente no grupo 24 horas, porém

isso néo reflete necessariamente o desempenho da musculatura.

Torna-se claro, que tanto o pulméo quanto o diafragma séo afetados apods a

aplicacdo do LPS, sendo que esta lesao aparece mais intensificada no pulmao,



45

porém diversos estudos confirmam a lesdo do diafragma, mesmo que apenas
analisando a funcéo contractil do diafragma. Deve-se considerar, entretanto, que

alteracfes na fungéo contractil podem estar refletindo alteragbes a nivel celular.

Varios autores demonstram que a presenca dos neutrofilos é clara na lesao
pulmonar. Porém as células mononucleares apesar de serem as primeiras células
de defesa, liberadas inicialmente ap6s a lesdo podem também atuar mais
eficientemente na defesa, o que justificaria 0 aumento no numero de células
pulmonares em nosso estudo. Dados semelhantes foram observados pela ativacéo
e acado dos macréfagos alveolares na SDRA mesmo em pacientes que
apresentavam neutropenia (BUENO, 1999, MORTELLITI; MANNING, 2002,
MENEZES, 2002).

Estudos realizados in vitro demonstraram que endotoxinas podem lesar
diretamente as células endoteliais, sendo tempo e dose dependentes, essas
alteracdes foram expressas por dilatacbes nas regides intercelulares e
pregueamento da superficie celular, que evoluiu para a acentuada retracao celular,
apos 2 horas de exposicao a maioria das células estavam mais eletrodensas do que
as normais, indicando leséo celular (HARLAN, 1983 apud MENEZES, 2002,
MEYRICK, 1986, apud MENEZES, 2002).

Fujita et al. (1998) em uma pesquisa com metodologia proxima a realizada
neste estudo também com o intuito de estudar a histologia e a incidéncia de
apoptose na lesdo pulmonar induzida pela aplicacdo de LPS nos diferentes tempos,
verificou que as altera¢gBes histologicas com visualizacdo de neutréfilos intersticiais
ocorriam apos 6 horas, sendo que a migracdo para o septo alveolar foi observada

apos 24 horas, sendo 0 maior acometimento ocorrido em 48 horas.

Ja na analise eletroforética do DNA os resultados foram compativeis com o0s
realizados neste trabalho, n&do foi observada fragmentagéo claro do DNA utilizando
apenas a técnica de extracdo, porém utilizando a técnica de marcacdo das
extremidades com digoxigenina-11-dUTP foi possivel observar fragmentagdo do
DNA ap0s seis horas. Diferentemente da nossa metodologia os autores utilizaram

um espaco de tempo maior e principalmente doses de LPS maiores em animais de
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menor porte, sendo a avaliagdo entre trés e 48 horas, com doses de 20mg/kg em

camundongos.

Bohlinger et al (1996) verificou em seu estudo que a administracdo do LPS
causa o aparecimento de fragmentacdo do DNA em varios tecidos, como figado,
pulmao, rim e intestinos, sendo o maior indice de lesdo apds 24 horas, apesar de
grandes alteracGes serem observadas no tecido hepatico, o tecido intestinal seguido

pelo pulmonar séo os que apresentaram maior fragmentacdo do DNA.

O estudo da resposta inflamatéria nos diferentes adgdos é de importancia
essencial para a compreenséo da acédo do LPS de forma sistémica, sendo possivel a
identificacdo dos tecidos mais acometidos, como o0 sistema respiratorio,
representado neste estudo pelo tecido pulmonar e musculatura diafragmatica, desta
forma, possibilitar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas preventivas e
também curativas a fim de minimizar as lesbes do LPS e broquear o processo

inflamatorio, consequientemente a sepsemia e a disfuncdo de multiplos 6rgaos.

Devemos considerar que a apresentacdo de todos os fenbmenos
inflamatoérios estdo intimamente relacionados a capacidade imunolégica do
hospedeiro em desenvolver uma resposta inflamatoria vigorosa, sendo que a
deficiéncia imunolégica pode permitir a instalagdo da infeccdo, porém a resposta
exagerada e descontrolada pode gerar a liberacdo exacerbada de componentes
inflamatorios, desta forma, a resposta imunolégica pode ser considerada um fator
determinante mais critico que o processo que iniciou a resposta inflamatéria

(MENEZES, 2002).
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que ap0s a administracdo do lipopolissacarideo (LPS)

bacteriano os animais apresentaram comprometimento pulmonar e diafragmatico.

O quadro histolégico pulmonar apresentou-se com poucas alteragdes, porém
com aumento significante de células mononucleares e polimorfonucleares,
hiperemia dos vasos, espessamento dos septos alveolares e polimorfonucleares

de permeio.

No quadro histolégico do tecido diafragmatico observamos discreta hiperemia
dos vasos sanguineos, edema entre as fibras musculares e aumento significativo

de células mononucleares, se avaliarmos com a excec¢ao do grupo 6 horas.

N&o foi possivel observar sinais claros de fragmentacdo do DNA das células
pulmonares e diafragméticas pela técnica utilizada. Existe uma sugestdo de
necrose mais evidente no musculo diafragmatico, desta forma ndo existe uma
correlacdo clara entre o comprometimento histopatolégico dos tecidos estudados

e 0 padrao verificado na eletroforese.

Pode-se demonstrar neste estudo que as alteracdes histopatoldgicas em até
24 horas ndo sdo tdo pronunciadas, porém houve um aumento crescente do
numero de células mononucleares e polimorfonucleares em comparacado com o

grupo controle.

Porém acreditamos que sdo necessarios novos estudos em tempos maiores
de exposicao ao LPS para determinar se a endotoxina € capaz de induzir lesdes

mais pronunciadas, que possam comprometer a funcéo dos tecidos estudados.
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APENDICE A — TestesANOVA

Tabela 1 - ANOVA estatistica de regressdo — Células mononucleares de parénquima pulmonar

RESUMO DOS RESULTADOS
Estatistica de regressdo
R mdltiplo 0,823673
R-Quadrado 0,678438
R-quadrado ajustado 0,598047
Erro padréo 0,862382
Observactes 6
ANOVA
al SQ MQ F F_de significacdo
Regressao 1 6,276301 6,276301075 8,439263 0,04389561
Residuo 4 297481 0,743702509
Total 5 9,251111

Tabela 2 - ANOVA estatistica de regressédo — Células polimorfonucleares de parénquima pulmonar

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressao
R mdltiplo 0,807926
R-Quadrado 0,652744
R-quadrado ajustado 0,56593
Erro padrédo 4,453396
Observacgbes 6
ANOVA

al SO MQ F F _de significacdo

Regresséao 1 149,1202 149,120172 7,518891 0,051795618
Residuo 4 79,33094 19,83273477
Total 5 228,4511

Tabela 3 — Comparagéo entre mononucleares e polimorfonucleares de parénquima pulmonar

Anova: fator Gnico
RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variancia
tempo (horas) 6 46 7,666667 82,66666667
mononucleares 6 3,038578605 0,50643 0,037735802
polimorfonucleares 6 2,961421395 0,49357 0,037735802
ANOVA
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 205,4449 2 102,7225 3,724431315 0,04861 3,682317
Dentro dos grupos  413,7107 15 27,58071
Total 619,1556 17
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Tabela 4 - ANOVA estatistica de regressdo — Células mononucleares diafragmaticas

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressdo
R mdltiplo 0,665994285
R-Quadrado 0,443548387
R-quadrado ajustado 0,304435484
Erro padrao 0,269341424
Observactes 6
ANOVA

al SQ MQ F F de significacdo

Regressao 1 0,231302 0,231302 3,188406 0,148708918
Residuo 4 0,290179 0,072545
Total 5 0,521481

Tabela 6 - ANOVA estatistica de regressdo — Células mononucleares diafragmaticas sem o grupo 6

horas.
RESUMO DOS RESULTADOS
Estatistica de regressao
R multiplo 0,987729597
R-Quadrado 0,975609756
R-quadrado ajustado 0,967479675
Erro padrédo 0,048089047
Observacoes 5
ANOVA
al SQ MQ F F de significacdo
Regresséo 1 0,277507 0,277507 120 0,001628625
Residuo 3 0,006938 0,002313
Total 4 0,284444

Tabela 6 - ANOVA estatistica de regressdo — Células polimorfonucleares diafragmaticas

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressdo
R mdltiplo 0,606645
R-Quadrado 0,368019
R-quadrado ajustado 0,210023
Erro padrédo 0,276447
Observacbes 6
ANOVA

gl SQ MQ F F de significacao

Regresséo 1 0,178012 0,178012 2,3293 0,20166036
Residuo 4 0,305692 0,076423
Total 5 0,483704




54

Tabela 7 — Comparacéo entre as células mononucleares e polimorfonucleares do musculo diafragma

Anova: fator Gnico
RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variancia
6 46 7,666666667 82,66666667
mononucleares 6 3,464444444 0,577407407 0,0014107
polimorfonucleares 6 2,535555556 0,422592593 0,0014107
ANOVA
Fonte da variacdo SO o] MQ F valor-P F critico
Entre grupos 205,5163473 2 102,7581737 3,729 0,048462 3,682317
Dentro dos grupos  413,3474403 15 27,55649602
Total 618,8637877 17
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ANEXC A - CEFP

[V e e o Uty

Ensino - UNIVERSIDADE DO VALE DO PARATRA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE DO VALE DO PARATIBA
. UNIVAP

CERTIFICADO (2" via)

Certificamos que o Protocolo n.°A032/CEP/2006, sobre “Efeitos
induzidos pela ventilacdio mec@nica com dxide nitrico nas células pulmonares
e diafragmdficas em animais experimentais” sob a responsabilidade da Dra.
Josane Mittmann, foi aprovado por esta Comissdo de Etica em Pesquisa por
estar de acordo com os Principios Eticos seguindo as Diretrizes Nacionais e
Internacionais da pesquisa envolvendo animais,

. Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de
Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatdrio das atividades
desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagio.

Sdo José dos Campos, 11 de dezembro de 2007

[ B
! !
PROF. lEiRA gf ELLA REGINA ZAMUNER
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
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