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RESUMO
CHAO, Monica de Carvalho Muniz. Lesdo endotelial prediz fibroelastogénese
em modelo experimental de lesdo pulmonar aguda. Orientadora: Patricia
Rieken Macedo Rocco. Resumo de Dissertacdo de Mestrado submetida ao
Programa de Pds-Graduacdo em Clinica Médica (Ciéncias Pneumoldgicas),

Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como
parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias.

Este estudo testou a hipotese de que na fase precoce da lesdo pulmonar
aguda (LPA), a intensidade da lesdo do epitélio alveolar e o grau de dano
endotelial podem prever o remodelamento do parénquima pulmonar. Para esse
propésito, dois modelos de lesdo pulmonar aguda extrapulmonar, em
camundongos BALB/c, induzidos por lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPA-
LPS) ou ligadura e perfuracao de ceco (LPA-CLP) foram desenvolvidos. No dia 1,
tais modelos apresentaram similares alteracbes na mecéanica pulmonar, dano
epitelial e inflamacéo intraperitoneal, entretanto o grau de lesdo endotelial foi
maior no grupo LPA-CLP. Um estudo temporal revelou no dia 7 que o contetdo de
fibras colagenas e elasticas, o numero de neutréfilos no fluido do lavado
broncoalveolar (BALF), no lavado peritoneal e sangue, e 0s niveis de interleucina-
6, KC (analogo da IL-8 humana) e fator de crescimento transformador-[]1(1no BALF
foram maiores no grupo LPA-CLP. Em concluséo, o grau de lesdo do endotélio
pulmonar pode afetar a intensidade da fibroelastogénese assim como o dano
epitelial e a manutencao do processo inflamatério intraperitoneal.

Palavras-chave: inflamacéo; fibra colagena; mecéanica pulmonar; endotélio;

epitélio; lesdo pulmonar aguda

ABSTRACT



CHAO, Monica de Carvalho Muniz. Degree of endothelium injury promotes
fibroelastogenesis in experimental acute lung injury. Orientadora: Patricia
Rieken Macedo Rocco. Resumo de Dissertacdo de Mestrado submetida ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Clinica Médica (Ciéncias Pneumoldgicas),
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como
parte dos requisitos necessarios a obtencéao do titulo de Mestre em Ciéncias.

We tested the hypothesis that at the early phase of acute lung injury (ALI), the
intensity of alveolar epithelium damage and the degree of endothelium injury may
predict lung parenchyma remodelling. For this purpose, two models of
extrapulmonary Acute lung injury, in BALB/c mice, induced by Escherichia coli
lipopolysaccharide (ALI-LPS) or cecal ligation and puncture (ALI-CLP) were
developed. At day 1, these models had similar degrees of lung mechanical
compromise, epithelial damage, and intraperitoneal inflammation, but endothelial
lesion was greater in ALI-CLP. A time course analysis revealed that at day 7,
elastic and collagen fibre content, the number of neutrophils in bronchoalveolar
lavage fluid (BALF), in peritoneal fluid and blood, and the levels of interleukin-6, KC
(murine analogue of IL-8), and transforming growth factor-g in BALF were higher in
ALI-CLP. In conclusion, the degree of endothelium injury may affect the intensity of
fibroelastogenesis as well as epithelial damage and the maintenance of
intraperitoneal inflammatory process.

Keywords: inflammation; collagen fibre; lung mechanics; endothelium; epithelium;

acute lung injury

Rio de Janeiro
Junho 2010
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1 Introducéo

A primeira publicacdo cientifica acerca da Sindrome do Desconforto
Respiratério Agudo (SDRA) foi provavelmente, em 1821, quando LAENNEC
descreveu a chamada anasarca idiopéatica dos pulmdes caracterizada por
edema pulmonar sem faléncia cardiaca. Em 1950, esse edema pulmonar foi
intensamente estudado, porém nao era feita nenhuma distincdo entre causas
cardiacas e ndo cardiacas. Em 1967, ASHBAUGH e colaboradores descreveram
0 quadro clinico de 12 pacientes com faléncia respiratéria aguda, cianose
refrataria a oxigenoterapia, diminuicdo da complacéncia pulmonar e infiltrado

pulmonar difuso visualizado pela radiografia de térax (ASHBAUGH e cols., 1967).

Em 1994, a conferéncia de consenso Americano-Européia definiu critérios
clinicos, radiolégicos e fisiologicos para o diagnéstico da SDRA, com base nos
seguintes achados: 1) faléncia respiratoria de inicio agudo; (ll) relacdo presséo
parcial de oxigénio no sangue arterial (PaO,)/fracdo inspirada de oxigénio (FiO,)
menor ou igual a 200 (independente do nivel de pressao positiva ao final da
expiracdo - PEEP); (lll) infiltrados bilaterais vistos na radiografia de térax; e (IV)
pressdo de oclusdo da artéria pulmonar menor ou igual a 18 mmHg, quando
mensurada, ou nenhuma evidéncia clinica de hipertensdo atrial esquerda. Os
critérios para a lesdo pulmonar aguda (LPA) sdo idénticos aqueles da SDRA,
exceto pela relacdo PaO,/FiO, menor ou igual a 300, sendo a SDRA, entéo, a

forma mais grave da LPA (Quadro 1) (BERNARD e cols., 1994).

Pressao
Inicio Oxigenagéao Rx torax Capilar
Pulmonar
) Infiltrado
LPA Agudo PaO,/FiO, <300 _ <18 mmHg
bilateral
_ Infiltrado
SDRA Agudo PaO,/FiO, <200 _ <18 mmHg
bilateral




Quadro 1 - Critérios clinicos para definicdo da lesdo pulmonar aguda (LPA) e da
(SI_Z)FA{A_). PaO,/FiO,: relacdo entre presséo parcial de oxigénio e fragédo inspirada de
oxigénio.

A SDRA pode ser classificada em pulmonar, primaria ou direta, quando a
lesédo se inicia diretamente no epitélio alveolar, e extrapulmonar, secundaria ou
indireta, quando a lesédo inicial € no endotélio capilar resultante de uma resposta
inflamatoria sistémica (ARTIGA e cols., 1998). No entanto, independente do tipo de
insulto, o que caracteriza a SDRA é a perda da integridade da membrana alvéolo-
capilar (PeLosl e cols., 2003; Rocco E ZIN, 2005; Rocco E PELosI, 2008). Apesar de
existirem varios estudos abordando a patogénese e fisiopatologia da SDRA, uma
das grandes limitacdes desses estudos esta na dificuldade em distinguir a SDRA
pulmonar da extrapulmonar, ja que as lesdes: direta e indireta podem coexistir no
mesmo individuo (GATTINONI e cols., 1998; Rocco E ZIN, 2005; SANTOS e cols.;
2006, Rocco e cols., 2008; 2009).

A mortalidade na LPA/SDRA perdura elevada (35-60%) (MACCALLUM E
EvANs, 2005; ERICKSON e cols., 2009). Vérias sdo as causas que podem acarretar
LPA/SDRA, sendo a sepse a mais frequente (BERNARD € cols., 2005; RUBENFELD e
cols., 2005; CALFEE e cols., 2007). A sepse com maior mortalidade é a de etiologia
extrapulmonar (SEVRANSKY e cols., 2008) (Quadro 2).

LPA/SDRA PULMONAR LPA/SDRA EXTRAPULMONAR
CAUSAS MAIS FREQUENTES CAUSAS MAIS FREQUENTES
Pneumonia Sepse

Aspiracao de conteudo gastrico

CAUSAS MENOS FREQUENTES CAUSAS MENOS FREQUENTES
Contuséo pulmonar Circulag&o extracorporea
Embolia gordurosa Toxicidade por drogas
Lesao por Inalagao Pancreatite aguda

Edema de reperfusédo por transplante = Hemotransfusao



pulmonar

Quasi afogamento Hemotransfusao

Quadro 2 - Causas associadas ao desenvolvimento da lesdao pulmonar
aguda/sindrome do desconforto respiratério agudo ((LPA/SDRA).

1.1  Fisiopatologia da lesdo pulmonar aguda/sindrome do desconforto
respiratorio

A barreira alvéolo-capilar é formada por duas diferentes estruturas: o
epitélio alveolar e o endotélio capilar. Acreditava-se que independente do agente
agressor, através do alvéolo ou da circulacdo, o resultado morfofuncional final
fosse similar (PELOSI e cols., 2003; Rocco E ZIN, 2005; Rocco E PELosI, 2008).
Entretanto, a fisiopatologia da SDRA parece diferir de acordo com o tipo de insulto
primario (GATTINONI e cols., 1998; MENEZES e cols., 2005; SANTOS e cols., 2006,
Rocco E PELOSI, 2008).

Na lesdo pulmonar direta, a primeira estrutura lesada é o epitélio alveolar
(WARE E MATHAY, 2000; PELOSI e cols., 2003; Rocco E PELosI, 2008). O epitélio
alveolar € composto por células alveolares tipo | (mais facilmente lesadas) e
células alveolares tipo Il (mais resistentes a lesao). As células alveolares tipo |l
possuem muitas fungdes como: producdo de surfactante, transporte de ions e
proliferacéo e diferenciacdo para células tipo | apos a lesdo (PELOSI e cols., 2003).
A perda da integridade do epitélio alveolar € o principal determinante do aumento
da permeabilidade da membrana alvéolo-capilar, uma vez que permite a
passagem de liquido contendo células inflamatérias, acarretando alteragbes na
troca gasosa (DE HEMPTINNE e cols., 2008). A lesé@o do epitélio causa a ativacao de
macréfagos alveolares e mediadores inflamatorios iniciando um processo de
inflamagéo pulmonar (MENEZES e cols., 2005). Ademais, ha predominio de colapso
e edema alveolares e exsudato fibrinoso (HOELZ e cols., 2001; PELOSI E GATTINONI,
2001; MENEZES e cols., 2005; HUANG e cols., 2006).

Quando a etiologia é indireta, a lesdo pulmonar se origina da liberacao de

mediadores inflamatérios de focos extrapulmonares para circulacdo sistémica. A



primeira estrutura a ser lesada é o endotélio vascular pulmonar levando a aumento
da permeabilidade vascular (congestdo microvascular) e edema intersticial
(Rocco E ZIN, 2005; Rocco E PELOSI, 2008).

A SDRA é também classificada didaticamente em trés fases: exudativa,
proliferativa e fibrética que cursam com diferentes manifestacbes clinicas,
histopatologicas e radiolégicas (MEDURI, 1996; UDOBI e cols., 2003). Na fase inicial
inflamatéria ou exudativa, os alvéolos apresentam-se ricos em proteinas,
hemacias, neutréfilos e macrofagos e ha presenca de membrana hialina (WARE E
MATTHAY, 2000; SouzA e cols., 2003; Rocco E ZIN, 2005; Rocco E PELOSI, 2008).
As membranas hialinas sdo mais proeminentes ao longo do ducto alveolar e sao
compostas por proteinas plasméaticas condensadas, que, apos a lesdo da barreira
alvéolo-capilar, passam para o espaco alveolar (FUKUDA e cols.,1987; SCHWARZ,
2001). Na fase proliferativa, ha hiperplasia e proliferacdo de células epiteliais tipo
II, acamulo de fibroblastos, miofibroblastos e mondcitos no intersticio pulmonar
formando um tecido granular com deposicdo de colageno (Rocco E ZIN, 2005,
SANTOS e cols., 2006), ocorrendo, dessa forma, o espessamento gradual do septo
alveolar (WALLACE E DONNELLY, 2002). Os pneumdcitos tipo Il se multiplicam ao
longo do septo alveolar para cobrir areas desnudas da membrana basal.
Fibroblastos e miofibroblastos se proliferam e migram através da fenda da
membrana e converte o exudato intra-alveolar em tecido de granulacdo (FEIN E
CALANG-CoLuccl, 2000; MeNDEz E HuBMAYR, 2005). Alguns pacientes tém
resolucdo da SDRA nessa fase, mas outros evoluem para a fase fibrética (FEIN e
cols., 2000) onde h& deposicdo de colageno e formacédo de um tecido fibroso e
denso, que causa espessamento do septo (WALLACE e cols., 2002).

Inicialmente, acreditava-se que a fase fibroproliferativa se iniciava apés 1
semana do inicio da lesdo. Hoje, ja se sabe que ela se inicia em paralelo com a
fase exudativa da doenca (ARMSTRONG e cols., 1999; MARSHALL e cols., 2000;
Rocco e cols., 2001). Nesse contexto, ARMSTRONG e cols. (1999) evidenciaram
aumento do nivel de pré-colageno | no BALF no primeiro dia de SDRA, mostrando
sintese precoce de coldgeno na fase inicial da lesdo. MARSHALL e cols. (2000)

também constataram aumento no nivel de pro-colageno Il no fluido do lavado



broncoalveolar (BALF) de pacientes 24 horas ap0s o diagnostico da SDRA,
indicando que o processo fibroproliferativo se iniciava imediatamente apos o inicio
da doenca. Nesse contexto, Rocco e colaboradores em modelo experimental de
lesédo pulmonar aguda observaram que havia ndo somente fibrose como também

aumento de fibras elasticas na fase precoce da lesdo (Rocco e cols., 2001).

1.2 Organizacédo da Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) é formada por: fibras colagenas e elasticas;
glicoproteinas  incluindo  fibronectina e laminina, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos (RAGHoOw, 1994; PELOSI e cols., 2007). As fibras colagenas
sdo 0s mais abundantes componentes da MEC, fortalecendo-a e organizando-a
(MiJaILOVICH e cols., 1993). As principais fibras colagenas séo os tipos |, 1l e Ill que
sao fibrilares ou intersticiais, e os tipos IV, V e VI que sédo nao-fibrilares ou
amorfos. O colageno tipo | é produzido em grandes quantidades durante o
desenvolvimento pulmonar e em reacdes fibréticas. A producao de colageno varia
com a extensdo da leséo, proliferacdo de fibroblastos e intensidade da liberacéo
de mediadores inflamatérios no parénquima pulmonar. Quando a lesdo ndo é
muito intensa a sintese de colageno é limitada, e a arquitetura pulmonar
normalmente restaurada. Quando a lesédo envolve pleura, brénquio e parénquima,
0 reparo pode resultar em uma cicatriz focal. Ja& na les&o grave a cicatriz pode se
generalizar e resultar em uma perda da funcdo pulmonar (Rocco e cols., 2001;
SouzaA e cols., 2003). No pulméao sadio o turnover de colageno € fundamental para
a manutencéo da arquitetura do tecido, ocorrendo lentamente ao longo da vida do
individuo (ARMSTRONG e cols., 1999). Entretanto, ap0s uma agressao inicial do
tecido pulmonar, se inicia um intenso processo de reparo e remodelamento da
matriz extracelular. A sintese de colageno é induzida por diversos fatores como:
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento para
fibroblasto (FGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-[I[][] e citocinas

que induzem a sintese de colageno (IL-1 e IL-4) (MeDburl, 1999). As fibras



elasticas sdo sintetizadas por muitos tipos de células pulmonares incluindo
condroblastos, miofibroblastos, e células do musculo liso. O sistema elastico é
composto por trés componentes de acordo com o contetdo de elastina: 1) fibras
oxitalanicas, composta por microfibrilas; 2) fibras elauninicas, composta por
microfibrilas e pequeno conteldo de elastina e 3) fibras elasticas maduras,
composta de microfibrila e abundante elastina (STARCHER, 2000). No septo
alveolar normal, a camada sub-epitelial de fibras elasticas €& composta
principalmente por fibras elasticas maduras, que confere uma grande elasticidade
ao tecido alveolar nas situacdes normais. Apos a destruicdo do sistema de fibras
elasticas maduras ha uma substituicdo gradual por fibras imaturas (oxitalanicas)
que sdo pobres em elastina e menos distensiveis. As fibras oxitalanicas ndo se
alongam sob estresse mecanico e previnem alongamento excessivo do tecido, ja
as fibras elauninicas apresentam propriedades elasticas intermediarias entre as
fibras elasticas maduras e as oxitalanicas (MONTES, 1992).

As (glicoproteinas adesivas (fibronectina e laminina) e integrinas séo
importantes componentes da MEC (CoTRAN e cols., 1999). A fibronectina é
produzida por fibroblastos, mondcitos e células endoteliais. Ela esta diretamente
envolvida na fixagcdo e migracdo celular. A laminina é a glicoproteina mais
abundante na membrana basal e se une a receptores da superficie de células
especificas e outros componentes da MEC como colageno IV e heparina. As
integrinas sdo responsaveis pela fixacdo das células a MEC (COTRAN e cols.,
1999).

Os proteoglicanos séao substancias gelatinosas e hidratadas, compostas por
uma proteina central ligada a um ou mais polissacarideos denominados
glicosaminoglicanos (EBIHARA e cols., 2000; SouzA e cols., 2003). Devido a sua
estrutura hidrofilica, os glicosaminoglicanos podem atrair agua para a MEC,
alterando o turgor do tecido e as propriedades viscoelasticas da MEC. Os
proteoglicanos influenciam o processo de reparo através de seus efeitos na funcao
miofibroblastica (GARG e cols., 2003).

A MEC modula o espago intra e intercelular, e regula mecanismos celulares

como: diferenciacao, proliferacdo, migracao e adesao (CHANUT-DELALANDE e cols.,



2004). Interacbes mecanicas entre células e matriz extracelular tém efeitos
regulatorios na fisiologia celular, levando a reorganizacdo e remodelamento de
MEC, influenciando diretamente a funcdo pulmonar (BREEN, 2000; Suki e cols.,
2005). A matriz intersticial esta organizada ao redor das células epiteliais,
endoteliais e de musculos lisos. Além de sua funcdo de dar turgor aos tecidos
moles e rigidez aos tecidos esqueléticos, a MEC e, particularmente, a membrana
basal, fornecem substrato no qual as células podem aderir, migrar e ai proliferar
(CoTRAN € cols., 1996).

Em muitas doencas intersticiais agudas e crbnicas, observam-se alteracées
irreversiveis da histoarquitetura pulmonar. Os efeitos deletérios das células
inflamatérias sobre a MEC parecem ser 0s principais responsaveis por tais
agressfes, ja que enzimas proteoliticas, como as elastases e colagenases
(TASAKA e cols., 2002; FuJIsHIMA e cols., 2008), séo liberadas pelos neutrofilos.

A manutencdo da homeostase depende do equilibrio entre sintese e
degradacdo de componentes da matriz extracelular através das metaloproteinases
(MMPs) e seus inibidores. As metaloproteinases (MMPs) sdo um grupo de
enzimas proteoliticas que tém a capacidade de degradar cada componente de
matriz extracelular (NELSON e cols., 2000). As MMPs tém um importante papel no
remodelamento da matriz extracelular, sendo produzidas em grande quantidade
durante o desenvolvimento embrionario, reparo tecidual, inflamacéo, invasdo
tumoral e metastase (GOLDSTEIN, 1991). As MMPs apresentam varias funcdes tais
como (WINKLER e cols., 2002; GREENLEE e cols., 2007):

1- regulacéo da matriz extracelular, promovendo angiogénese;

2- imunoprotecdo do pulméo através da migracdo de células inflamatorias
para o pulm&o lesado ou infectado;

3- degradacdo de colageno tipo 1V, membrana basal, elastina e,
provavelmente, envolvimento no movimento epitelial através de membrana basal.

As MMPs também s&o importantes na remocao do excesso de proteinas,
porém podem destruir a arquitetura do pulmao normal (MeDURI, 1999). Na LPA, ha
aumento das MMP-2 e MMP-9 (CHol e cols., 2002; HARTOG e cols., 2003). A

atividade proteolitica das MMPs ¢ inibida pelos TIMPS (inibidores teciduais das



metaloproteinases). Os TIMPS s&o constituidos por uma familia de inibidores
teciduais especificos das metaloproteinases, que sdo produzidos pela maioria das
células mesenquimais, impedindo a acdo desordenada dessas proteinases

(CoTrAN € cols., 1999; FLIGIEL e cols., 2006).

1.3 Mecanismos de Remodelamento

O remodelamento € um processo dinamico que interpde lesédo inflamatoria
e reparo tecidual. Esse processo, passivel de acontecer em todos os érgaos, tanto
pode levar a reconstru¢do nos moldes anteriores (“tornar a modelar’) como em
moldes anormais (“refazer com modificagdes intensas”).

O processo de remodelamento ocorre como resposta a lesdo pulmonar na
tentativa de reparar o dano a parede alvéolo-capilar, resultando numa interacao
complexa entre fibroblastos, outras células do parénquima pulmonar e
macrofagos. Apds a lesdo pulmonar, hd migracédo de fibroblastos para o sitio da
lesdo, que sdo estimulados a secretar colageno e outras proteinas da matriz. No
processo de remodelamento, h4 migracdo de mondcitos, que quando atingem o
tecido extravascular se transformam em uma célula maior, 0 macréfago, que é a
célula mais predominante no espaco alveolar (TASAKA e cols., 2002). Além da
funcdo de defesa contra microorganismos, ele tem importante funcdo na
inflamacdo pulmonar e fibrose, uma vez que secretam grande numero de
mediadores proé-inflamatérios como IL-1, IL-4, IL-13, e diversos fatores como:
PDGF, EGF e TGF- (WARD & HUNNINGHAKE, 1998; COTRAN e cols., 1996; KREIN e
cols., 2003) que influenciam a migracdo de células mesenquimais, proliferacéo, e
deposicdo de matriz extracelular. O estimulo que ativa os fibroblastos durante o
remodelamento do pulmdo ndo é bem definido, mas inclui componentes do
sangue, produtos da degradacdo de matriz extracelular e mediadores que séo
liberados dos macrofagos e células do parénquima pulmonar (WARE E MATTHAY,
2000).

O TGF-B é produzido por plaquetas e macrofagos ativados, e mais

especificamente, o TGF-f1, causa a migracdo e proliferacdo de fibroblastos,



aumento da sintese de colageno e de fibronectina e reducdo na degradacéo da
matriz extracelular por metaloproteinases (ScHwWARz, 2001; KREIN E WINSTON,
2002). Dhainaut e colaboradores mostraram que o TGF-B atuava no reparo do
dano tecidual na LPA, participando como um potente mediador inibindo a ativagéo
dos macrofagos, das células natural killers e células T (DHAINAUT e cols., 2003).

Os fibroblastos e as células endoteliais vasculares comecam a se proliferar
para formar um tecido de granulagdo, caracteristico da cicatrizacdo, seguido de
formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) (COTRAN e cols., 1996). O
espaco alveolar normal possui atividade fibrinolitica que se deve a presenca de
ativador de plasminogénio tipo uroquinase. Em pacientes com SDRA, ha acumulo
de fibrina no interior do alvéolo devido a supressao dessa atividade fibrinolitica.
Em contrapartida, se a fibrina permanecer, ha migracdo de fibroblastos para a
matriz de fibrina e eles passam a secretar colageno, formando cicatrizes espessas
e espacos aéreos obliterados (GALEN e cols., 1999). A fibrose pulmonar é
caracterizada por alvéolos fibroticos com irregularidades na parede alveolar
associada a dilatacdo e estreitamento dos espacos aéreos. Na fase inicial da
fibrose ha aumento de colageno tipo lll, que é mais flexivel e sujeito a quebra e,
na fase mais tardia, ha predominio do colageno tipo I, que € mais resistente e
acarreta reducdo na complacéncia pulmonar (WARE E MATTHAY; 2000; Rocco e
cols., 2003 e 2004; SANTOS e cols., 2006). Os fatores que irdo determinar se
ocorrera fibrose pulmonar ou se a arquitetura pulmonar sera restaurada
permanecem desconhecidos, porém sabe-se que para o reparo do pulmao lesado
ha a necessidade de uma barreira epitelial integra, pois o reparo envolve
complexa interagdo entre células epiteliais e endoteliais, fibroblastos, macrofagos
alveolares, fatores de coagulacdo, citocinas, fatores de crescimento e
pneumacitos tipo Il intactos (BERTHIAUME e cols., 2001). Os pneumdcitos tipo Il se
proliferam e se diferenciam em pneumdcitos tipo |, reparando o epitélio alveolar
desnudo.

A integridade da membrana celular endotelial também é extremamente
importante na fisiopatologia da SDRA, uma vez que sua ruptura leva a perda da
integridade endotelial, levando a ativacdo de neutréfilos e de seus produtos



liberados (elastase neutrofilica) e modulando o processo inflamatorio (INGBAR,
2000; ZEIHER e cols., 2004). Estudos clinicos e experimentais observaram aumento
da elastase neutrofilica sendo que a inibicdo de sua atividade estaria relacionada
a reducédo dos sintomas de LPA (KAWABATA e cols., 2002). A elastase neutrofilica
esta envolvida diretamente na destruicdo de células endoteliais (CARDEN e cols.,
1998). Os neutrdéfilos que migram para uma area de inflamag&o sdo removidos por
necrose, com liberacdo de mediadores toxicos, ou por apoptose, com pequeno
dano ao tecido (INGBAR, 2000).

A apoptose, ou seja, “morte celular programada” tem um importante papel
no sistema imune e reparo tecidual na LPA/SDRA (LI e cols., 2004). Recentes
estudos apontam o papel da apoptose na fisiopatologia da fibrose pulmonar e na
sua fase de resolucdo (MARTIN e cols., 2003; TANGE e cols., 2008). Os neutrdfilos
apoptoticos sdo rapidamente fagocitados pelos macréfagos, com minimo dano
tecidual (LI e cols., 2004). J4 a inibicAo da apoptose resulta em um numero
aumentado de neutrdéfilos, induzindo necrose e perpetuacdo do processo
inflamatorio (MATUTE-BELLO e cols., 1997). Na fase tardia da LPA, a apoptose
também tem um importante papel no reparo, eliminando tecido de granulacéao,
além de remover o excesso de pneumacito tipo Il do epitélio alveolar (GALEN e
cols., 1999).

1.4 Modelos experimentais de lesdo pulmonar aguda/sindrome do
desconforto respiratorio induzida por sepse

A sepse é definida como uma resposta inflamatoéria sistémica a invasdo na
corrente sanguinea de microorganismos e seus produtos (KAo e cols., 2007). Mais
de 40% dos pacientes com sepse desenvolvem LPA ou a sua forma mais grave a
SDRA (WHEELER e cols., 1999).

O pulmao é o 6rgdo mais frequentemente afetado durante a sepse (PELOSI
e cols; 2003). Estudos demonstraram correlacdo entre o0 aumento da
permeabilidade intestinal e lesdo de 6rgaos distais ao foco infeccioso, acreditando-
se que o comprometimento precoce do pulméao ocorre em virtude do transporte de

agentes proé-inflamatérios para a circulagédo sistémica via ducto toracico, ja que o



leito vascular pulmonar € o primeiro a ser exposto pela linfa mesentérica (DEITCH,
2005).

Varios modelos de LPA vém sendo desenvolvidos: endotoxina (MENEZES e
cols., 2005), ligadura e perfuracédo do ceco (CLP) e introducdo de cateter no colon
ascendente (CASP) (MAIER e cols., 2004).

Dados na literatura mostram que a patogénese da sepse, causada pela
administracdo de LPS ou de bactérias i.v., difere daquela induzida por um foco
infeccioso (CLP), como acontece em uma peritonite (HADJIMINAS e cols., 1994; VAN
e cols., 1995). A diferenca dos resultados obtidos entre esses modelos esta
relacionada a quantidade do estimulo, ao local e a forma de administracdo (em
bolus ou liberacdo gradativa), induzindo uma cinética distinta de liberacdo dos
mediadores inflamatorios (ZANTL e cols., 1998).

A endotoxina ou lipopolissacarideo (LPS) é o principal componente da
parede celular de bactérias gram-negativas e é amplamente utilizado para
mimetizar varios efeitos observados em pacientes com sepse, como: alteracées
hemodindmicas e cardiovasculares, diminuicdo do débito urinario, reducdo da
perfusdo tissular, hiporresponsividade a agentes vasoconstrictores, coagulacao
intravascular disseminada e a producéo de grandes quantidades de citocinas na
circulacdo (GARRIDO e cols., 2004). E um modelo préatico e facil de ser reproduzido
em muitas espécies animais como: ratos, camundongos, coelhos, cachorros e
primatas.

A endotoxina contém 3 diferentes partes: (1) parte interior ou lipidio A,
considerada a porcao toxica da molécula; (2) polissacarideo-O, uma variavel da
cadeia situada na superficie externa da molécula de endotoxina; e (3) uma regiao
central ligando as por¢des internas e externas. O lipidio A tem uma estrutura mais
conservadora com semelhanga molecular entre as bactérias gram-negativas
(JEAN-BAPTISTE, 2007). A membrana externa da bactéria gram-negativa &
constituida por uma bicamada lipidica, separada do interior da membrana
citoplasmatica por um peptideoglicano. A molécula de LPS esta encaixada na
membrana externa e a porcao do lipidio A da molécula serve para fixar o LPS na

parede celular da bactéria (CoHEN, 2002).



A ativacdo das células hospedeiras depende da presenca de diferentes
carreadores moleculares, sendo 0 mais importante a proteina ligadora de
lipopolissacarideo (LBP; de LPS- binding protein). O complexo LPS-LBP € entdo
capaz de interagir com o mondcito através dos receptores de superficie celular
chamados CD14 (que se encontra presente em macréfagos, mondcitos e
neutrofilos), e também participa da ativacdo de componentes na parede celular
das bactérias gram-positivas como os peptideoglicanos mediando a apoptose dos
macrofagos. O CD14 pode ser encontrado ligado a superficie celular (mCD14) e
também na circulacdo em sua forma soluvel (sCD14), sendo que 0s mesmos
encontram-se aumentados em pacientes sépticos (COHEN, 2002).

A identificacdo dos Toll-Like receptors (TLRs) tem sido considerada como o
maior avanco no entendimento da patogénese da inflamacéo (Kopp e cols., 1999).
Os TLRs compreendem uma familia de ligantes especificos (receptores
transmembranas) para deteccdo de LPS e outros mediadores microbiais, que
incluem fungos e bactérias (VASSELON E DETMERS, 2002; TAKEDA, 2005). Na
literatura, tem sido descrito os TLR2 (responséaveis pelo reconhecimento das
bactérias gram-negativas) e TLR4 (especificos para LPS) como os principais
receptores na sepse (BEUTLER e cols., 2004). Os TLRs sao ativados em resposta a
diferentes ligantes, apesar de muitos utilizarem a via de sinalizagdo através do
Fator de Transcricdo Nuclear Kappa B (NF-kB). Eles sdo abundantes na superficie
de macréfagos, neutrofilos e nas células epiteliais dos pulmdes e intestino,
atuando como um sistema de alarme para avisar a ambos 0s sistemas imunes
(inato e adaptativo) que ha infeccao (TRAN e cols., 2007).

O receptor TLR4 reconhece os componentes de parede celular da bactéria
gram-negativa, e a ligacdo entre LPS ao TLR-4 é aumentada por uma proteina
MD2 (cujo exato mecanismo de acgdo ainda ndo foi completamente entendido,
porém sua funcéo parece ser o correto posicionamento do TLR4 na superficie da
célula) (VISINTIN e cols., 2001; AKIRA e cols., 2006), enquanto o TLR2 reconhece 0s
componentes de parede celular da bactéria gram-positiva (BAUMGARTEN e cols.,
2006).



Apés a administracdo de LPS ha a liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios. A deficiéncia de TLR4 e CD14 protege contra a disfuncdo organica
causada pelo LPS (BAUMGARTEN e cols., 2006; HUNTER, 2006). A mutacao de TLR4
tem sido observada em humanos e sugere maior susceptibilidade a infeccéo
(HoTcHkKISS E KARL, 2003).

A sinalizacdo do complexo CD14/TLR ativa o fator de transcrigdo nuclear
(NF-xB) através de uma série de cascatas de fosforilagdo estimuladas pelo
mitdgeno ativado pela familia de proteina cinase (MAPK) (JEAN-BAPTISTE, 2007).

O NF-xB é um fator de transcricdo presente no citoplasma em forma inativa,
estabilizada pela proteina inibitéria do NF-xB (IkBa). Quando liberado, transloca-
se para o nucleo e se liga a regides especificas de genes para iniciar a transcricdo
de varias citocinas inflamatérias (MEDURI e cols., 1997; SUNTHARALINGAM € cols.,
2006). Foi demonstrada a ativacdo aumentada de NF-kB em mondcitos periféricos
de pacientes com sepse e em macrofagos alveolares de pacientes com SDRA
estabelecida, resultando em aumento de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-q,
IL-18, IL-6, IL-8 e moléculas de adeséo intracelular (BAEURLE E BALTIMORE, 1996).

Na sepse por bactérias gram-positivas, as proteinas dessas bactérias como
0 &cido lipdico e o peptidoglicano, se ligam ao CD-14 e provocam, através do TLR-
2, liberacdo do NF-xB (JEAN-BAPTISTE, 2007).

A barreira imunoldgica intestinal inclui: a populacdo bacteriana entérica,
camada mucosa com producéo local de imunoglobulina (Ig) A, barreira epitelial
mecanica, tecido linfatico intestinal e barreira endotelial capilar (WANG e cols.,
1994). Essas barreiras separam o lumen intestinal do meio interno para prevenir a
invasdo de bactérias entéricas ou suas toxinas pela circulacao sistémica. Na fase
precoce do choque séptico, a hipoxemia e lesGes por reperfusdo causam necrose
dos enterdcitos e danos endoteliais, permitindo a translocacdo das bactérias e de
seus subprodutos, em funcdo do aumento da permeabilidade (SALLES e cols.,
1999). Nesse contexto, sugere-se que a translocacédo de bactérias e toxinas do
[imen intestinal para a circulacao sistémica leva a sindrome da disfuncéo orgéanica

multipla (ZIEGLER e cols., 1988).



Por muito tempo, varios pesquisadores reforcaram a idéia de que a
passagem de bactérias e endotoxinas do intestino para a circulacdo sistémica se
fazia pela veia porta e esta translocacao estimularia a producdo de citocinas
inflamatorias. Entretanto, MOORE e colaboradores ndo encontraram bactérias ou
endotoxinas no sangue da veia porta de pacientes com trauma grave, contrapondo
a idéia anterior (MOORE e cols.,, 1991). Posteriomente, alguns estudos
evidenciaram o intestino como um 6érgao gerador de citocinas durante a sepse
induzida por lesdo intestinal, e que a microcirculacdo mesentérica poderia se
tornar o leito priméario para a circulacdo de neutrofilos na auséncia de produtos
pro-inflamatérios na circulacdo portal (DEITCH e cols., 1994; DeiTcH, 2005). A
seqguir, esses produtos alcancariam a circulagdo sistémica via ducto toracico, o
gue explicaria a SDRA de origem indireta, uma vez que o leito vascular pulmonar
seria o0 primeiro a ser exposto a linfa mesentérica (DeITCH, 2005).

A utilizacdo do modelo de ligadura e perfuracdo do ceco para o estudo da
sepse foi descrito inicialmente por WICHTERMANN e colaboradores (1980) e BAKER
e colaboradores (1983). E um modelo simples, de baixo custo e que mais se
assemelha ao curso clinico da doencga, por ser polimicrobiano, apresentando tanto
bactérias gram-positivas como bactérias gram-negativas (EsMoN, 2004; HUBBARD e
cols., 2005). O modelo de CLP inicia uma resposta imune mais complexa do que
aguela iniciada pelo LPS, ja que a mistura de bactérias e os componentes distintos

das mesmas podem agir sinergicamente (MANNEL, 2007).



2 Justificativa

A Sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), a manifestacéo
mais grave da lesdo pulmonar aguda (LPA), é caracterizada por uma resposta
inflamatéria do pulmdo associada a injuria na membrana alvéolo-capilar e uma
fase fibroproliferativa, independente da causa inicial (DOS SANTOS e cols., 2008).
Muitos pacientes com LPA/SDRA sobrevivem a fase inicial da lesdo pulmonar e
podem progredir para uma fase de reparo da lesdo ou evolugcdo da sindrome
(ROCcO e cols., 2009). Apesar dos grandes avan¢gos no manejo da SDRA, a
mortalidade permanece alta (35-40%) (PHUA e cols., 2009). A fibrose pulmonar
extensa é visto em 55% dos pacientes que morreram, (PAPAZIAN e cols., 2007),
sugerindo que o reparo desordenado pode contribuir para uma maior morbidade e
mortalidade desses pacientes (MARTIN e cols., 1995; DONATI & PAPAZIAN, 2008).

Os fatores determinantes se ocorrera fibrose pulmonar ou restauracédo da
arquitetura pulmonar normal na SDRA permanecem desconhecidos. A integridade
do epitélio alveolar (MUNGER e cols., 1999; SANTOS e cols., 2006) vem sido descrita
como fundamental para evitar o processo fibroproliferativo. Em conjunto com a
barreira epitelial, o endotélio pulmonar medeia a mudanca inicial na
permeabilidade e é também critico para o reparo e remodelamento da membrana
alvéolo-capilar (ORFANOS e cols., 2004; MANIATIS e cols., 2008; LUCAS e cols., 2009).
No entanto, as respostas das células endoteliais do pulmdo ndo sdo totalmente
definidas, embora parecam ser as primeiras células do pulmdo que se alteram na
LPA/SDRA desencadeada por sepse, trauma e outras condi¢cdes sistémicas. Para
o melhor entendimento a respeito do papel das células endoteliais no

remodelamento do pulméao, foram desenvolvidos dois modelos de les&o pulmonar



aguda extrapulmonar com graus similares de comprometimento da mecanica
pulmonar, leséo epitelial e inflamag&o intraperitoneal, porém com graus diferentes
de lesdo endotelial na fase precoce da lesdo pulmonar aguda, e analizou-se a
evolucdo temporal do remodelamento do parénquima pulmonar. Portanto, a
hipétese do presente estudo € a intensidade da lesdo epitelial e inflamacao
intraperitoneal, assim como o grau de lesdo endotelial podem predizer o
remodelamento do parénquima pulmonar nesses modelos de lesdo pulmonar

aguda extrapulmonar.



3 Objetivos

Desenvolver modelos de lesdo pulmonar aguda de etiologia extrapulmonar
induzida por injecéo intraperitoneal de LPS de E.coli e ligadura e perfuracdo do
ceco (CLP) com mesmo grau de alteragdo na mecanica pulmonar, leséo epitelial e
inflamacéo intraperitoneal na fase precoce da lesédo, porém com graus diferentes
de lesédo endotelial na fase precoce da lesdo; e analisar a evolucado temporal do

remodelamento do parénquima pulmonar.



4 Materiais e Métodos
41 Amostrado estudo

Um total de 136 camundongos BALB/c machos (20-25 g) provenientes do
biotério do Laboratorio de Investigacdo Pulmonar do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro foram utilizados. Os
animais receberam cuidados conforme as normas internacionalmente adotadas e
divulgadas pelos seguintes orgaos: International Guiding Principles for Biomedical
Involving Animals (CIOMS), International Council for Laboratory Animal Science
(ICLAS), American Association of Laboratory Animal Science (AALAS), Canadian
Association of Laboratory Animal Science (CALAS), Centre d'Information sur les
Animaux de Laboratoire (CIAL) e Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Esse estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica com uso de animais
do Centro de Ciéncias da Saude, UFRJ (CEUA-CCS, IBCCF 019).

Todos os animais foram alimentados com dieta padrdo (ragdo para
camundongo) e agua ad libitum, com ciclo diario de 12 horas de exposicéo a luz,
nos cinco dias antecedentes ao inicio dos experimentos, para aclimatizagdo em

suas gaiolas.

4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos, em 4 grupos experimentais, que foram
analisados 1 e sete dias ap0s inducéo da lesao.
C-LPS: Os animais receberam 05 ml de solugcdo salina esteéril

intraperitonealmente.



C-CLP: Os animais foram submetidos a laparotomia para exposi¢cdo do ceco sem
ligadura e perfuragcdo do mesmo (sham)

LPA-LPS: Os camundongos receberam intraperitonealmente (i.p) 125 pg de
lipopolissacarideo de Escherichia coli (VENEZES e cols., 2005; SANTOS e cols., 2006;
LEITE-JUNIOR e cols., 2008).

LPA-CLP: Os animais foram submetidos a cirurgia de ligadura e perfuragdo do
ceco (CLP) (HuBBARD e cols., 2005; RITTIRSCH e cols., 2009).

4.3 Protocolo experimental: Modelo de ligadura e perfuracdo do ceco

A lesdo pulmonar aguda foi induzida através da ligadura e perfuracdo do
ceco com objetivo de provocar uma sepse polimicrobiana com repercussoes
pulmonares (WICHTERMAN e cols., 1980; HUBBARD e cols., 2005; RITTIRSCH e cols.,
2009). Os animais foram mantidos em jejum 16 horas antes do procedimento
cirirgico. Em seguida, utilizamos um agente anestésico de acao rapida, o
Sevoflurano, por ndo produzir alteracdes pulmonares, que pudessem interferir nos
resultados finais. ApGs a anestesia, foi realizada uma pequena inciséo de cerca de
2 cm na porcao inferior do abdémen, inicialmente cortando-se a camada de pele e,
em seguida, a camada muscular. O ceco foi exposto e, aproximadamente 25% de
sua area ligada imediatamente abaixo da vélvula ileo-cecal (RITTIRSCH e cols.,
2009), sempre evitando sua obstrucédo para que nao fosse interrompido o transito
intestinal. A area ligada do ceco foi entdo, puncionada uma vez com uma agulha
de 18G, seguido de expressao bidigital para saida de material fecal pelos orificios
da puncdo para o interior da cavidade peritoneal e certificar-se de que a
perfuracao teria sido eficaz. O segmento intestinal foi entdo reposicionado para o
interior da cavidade abdominal, seguido pelo fechamento por planos em dois
tempos, isto €, primeiramente a camada muscular e, apds, a camada de pele,
utilizando-se um fio de nylon 3.0. Todos os animais receberam 1 ml de solucéo
salina (a 0,9% NaCl) a uma temperatura de 37°C com cloridrato de tramadol (20
Mg/g por kg de peso) subcutadnea, apds a cirurgia, para a reposigao volémica e
analgesia. Ao final do procedimento, eles foram recolocados em suas gaiolas de
acordo com o grupo de intervencgdo e receberam 4gua e racdo ad libitum.



No grupo sham (C-CLP), os animais foram submetidos ao mesmo
procedimento cirdrgico anteriormente descrito, entretanto, o ceco foi exposto e ndo
se realizou a ligadura e perfuracéo.

A medida da mecanica e da morfometria pulmonar foram realizadas no
Laboratério de Investigagdo Pulmonar do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho (UFRJ), a analise da microscopia eletrénica foi realizada no Departamento
de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (USP) e a
guantificacdo das citocinas foi feita no Laboratoério de Farmacodinamica, Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro (RJ).

4.4 Estudo da mecénica pulmonar

Os camundongos foram sedados com diazepam (5 mg i.p.), pesados
(balanca Filizola, Modelo BR, fabricado por Industrias Filizola, SP, Brasil) e, em
seguida, anestesiados com tiopental sodico (20 mg/kg i.p.). Depois de
anestesiados, os animais foram colocados em uma pequena mesa em decubito
dorsal, sendo seus membros fixados com esparadrapo. Os membros superiores
foram mantidos em abducédo a 90 graus em relacdo ao corpo e os membros
inferiores estendidos em diagonal. Apds o posicionamento cirargico, foi realizada
uma pequena incisdo longitudinal, medial, de aproximadamente 0,5 cm de
extensdo na face ventral no pescoco seguida de divulsdo dos tecidos até a
exposicdo completa do terco inicial da traquéia. A seguir, foi realizada a
tragueostomia com introducao de jelco 20G (32 mm de comprimento e 0,8 mm de
diamétro interno) na traquéia, e fixacdo, na porcado proximal por meio de fios de
algodao. A resisténcia do equipamento (Req), incluindo a céanula traqueal é
constante até um fluxo de 26 mL.s® e de 0.1 cmH,O.mLs. Uma vez que
Req=AP/V’, a resisténcia do equipamento corresponde ao coeficiente angular da
curva AP x V'. A presséo resistiva do equipamento (= Req.V’) sera subtraida da
pressao resistiva pulmonar.

Os animais foram paralisados com a administracdo de brometo de

pancurénio (2 [Ig/kg i.v.) e a parede toracica anterior retirada bem como o



muasculo diafragma, sendo, portanto, os pulmdes e 0 coracdo expostos ao ar
ambiente. Esses, por sua vez, receberam constante hidratagdo com salina
aquecida. Imediatamente apds a retirada da parede toracica, foi aplicado uma
pressdo positiva ao final da expiracdo (PEEP) de 2 cmH,O com o objetivo de
manter a capacidade residual funcional. A canula traqueal do animal foi conectada
a um pneumotacografo para pequenos animais (MORTOLA e cols., 1983) para
medida de fluxo aéreo (V’). O pneumotacdgrafo que foi utilizado consiste de uma
canula metdlica com duas saidas laterais com as seguintes caracteristicas:
diametro interno = 1,5 mm, comprimento = 4,2 cm e distancia entre as saidas
laterais = 2,1 cm. O gradiente de pressdo através do pneumotacégrafo foi
determinado utilizando-se um transdutor diferencial de pressdo SCIREQ
[©SCIREQ Scientific Respiratory Equipment Inc. (SC-24), Montreal, Canadd]. Essa
forma de medir fluxo aéreo, além de bem simples, € adequada, visto que, em
animais de pequeno porte, os fluxos baixos e as dimensdes traqueais reduzidas
sdo responsaveis pela existéncia de fluxo laminar e, portanto, o fluxo aéreo pode
ser medido de acordo com a lei de Poiseuille, onde a diferenca de pressao entre
as saidas laterais do pneumotacdgrafo € proporcional ao V’. Através de outra
saida lateral, a via aérea sera conectada a outro transdutor diferencial de presséo
para medida da pressao traqueal (Ptr) (BURBURAN e cols., 2007). A inexisténcia de
mudancas abruptas no diametro do circuito (da traquéia até a extremidade da
tubulacao) evitou erros de medida de resisténcia ao fluxo (CHANG e cols., 1981). O
volume (V) mobilizado foi obtido por integracéo digital do sinal de fluxo.

A ventilacao artificial foi instituida por um ventilador mecanico para pequenos
animais (Samay VR15, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguai)
acoplado a outra extremidade do pneumotacoégrafo. Os animais foram
ventilados com volume corrente de 0,2 mL, fluxo aéreo de 1 mL/s, freqtiéncia
respiratdria de 100 irpm.

A mecanica pulmonar foi avaliada pelo método de oclusdo ao final da
inspiragéo apos insuflagdo com fluxo constante (BATES e cols., 1985, 1988, 1989;
KocHi e cols., 1988), que permite analisar separadamente 0s componentes
elastico, resistivo e viscoelastico e/ou inomogéneo do pulméo (Figura 1). No
presente estudo, como a parede toracica anterior foi retirada, somente foi



computado os componentes elasticos, viscoso e viscoelastico e/ou inomogéneo do

pulmao, logo, a pressao traqueal (Ptr) reflete a presséao transpulmonar (PL).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos tracados de fluxo, volume e pressao
traqueal em funcdo do tempo, obtidos a partir da oclusdo da via aérea ao final da
inspiracdo. Pmax = pressdo maxima alcancada, Pi = pressédo no ponto de inflexao,
Pel = presséao de retragdo elastica e V1 = volume corrente.

Apbs a oclusdo das vias aéreas ao final da inspiracdo, ocorre uma queda
subita da pressao traqueal (Ptr) até um ponto (ponto de inflexdo, Pi) a partir do
qgual o decaimento da pressdo assume carater mais lento, atingindo um platé em
sua porcao terminal. Esta fase de platd corresponde a pressado de retracéo
elastica do pulmao (Pel) (Figura 1). A diferenca de pressdo que caracteriza a
queda rapida inicial, representada pela diferenca entre a pressdo méaxima inicial
(Pmax) e o ponto a partir do qual a queda se torna mais lenta (Pi), corresponde ao
componente resistivo do pulmdo (AP1). A segunda variacdo de presséo
representada pela queda lenta, do Pi ao platd (Pel), reflete a pressao dissipada
para vencer o componente viscoelastico (“stress relaxation”) e/ou inomogéneo
(“pendelluft’) do tecido pulmonar (AP2) (BATES e cols., 1988; KocHI e cols., 1988;

D’ANGELO e cols., 1989). A soma de APl e AP2 fornece a variagdo total de



pressao (APtot). A elastancia estatica do pulméo (Est) foi calculada dividindo-se a
Pel pelo volume corrente (V).

Para a realizacao da ocluséo, o aparelho utiliza uma valvula com tempo de
fechamento definido (10 ms). Como este fechamento ndo é absolutamente
instantaneo, o volume nunca cai a zero imediatamente apO0s a oclusao,
propiciando, assim, a existéncia de um pequeno fluxo. Este fluxo é responsavel
pelo aumento do volume pulmonar e, consequentemente, de Pi e Pel. Por isso, foi
feita correcdo de acordo com Kochi e colaboradores (KocHi e cols., 1988).

As seguintes formulas foram utilizadas para a analise da mecéanica

pulmonar:
AP1 = Pméax — Pi
AP2 = Pi — Pel
APtot = AP1 + AP2
Est = Pel/ V+

Onde:

AP1 = variacao de pressao relativa ao componente resistivo

AP2 = variacao de pressao relativa ao componente viscoelastico e/ou inomogéneo

APtot = variacao de pressao total; Pmax = pressao maxima.
Pi = pressao no ponto de inflexao; Pel = pressao de retracao elastica.
Est = elastancia estatica; V1 = volume corrente;

TI = tempo inspiratorio;

Foram registrados 10 ciclos pelo método de oclusédo ao final da inspiracéo
(BATES e cols., 1985, 1988, 1989; KocHI e cols., 1988) em cada animal. Os
transdutores conectados ao pneumotacografo, ao tubo traqueal registrardo os
sinais de V’ e Ptr, respectivamente. As respostas de frequéncias dos sistemas de
registro da Ptr foram estaveis até 20 Hz. Os sinais foram acondicionados e



filtrados no SCIREQ (Scientific Respiratory Equipment Inc. (SC-24), Montreal,
Canadd), convertidos a sinais digitais por um conversor analdgico-digital de 12-bitz
(DT-2801A, Data Translation, Malboro, MA, EUA), e amostrados a uma frequéncia
de 200 Hz. Os sinais foram armazenados em microcomputador, utilizando-se o
software LABDAT (RHT-InfoData, Montreal, Canadd) e gravados em disquetes
magnéticos para posterior analise, que foi realizada pelo programa ANADAT
(RHT-InfoData, Montreal, Canadd) (Figura 2).
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Figura 2. Montagem experimental consistindo de:

1 - Cilindro de ar comprimido

2 - Rotamero de agulha

3 - Ventilador de fluxo inspiratério constante com duas valvulas solendides
4 - Pneumotacografo

5-PecaT

6 - Canula traqueal

7 - Mesa cirurgica

8 - Transdutor de pressao traqueal

9 - Transdutor diferencial de pressao para medida de fluxo
10 — SCIREQ

11 - Conversor analégico-digital de 12 bits

12 - Microcomputador

4.5 Remocdao dos pulmdes



Ap6s a mensuracdo da mecéanica respiratoria foi injetado na veia cava
inferior 1 mL de heparina e, ap6s 1 minuto, o animal foi imediatamente sacrificado
por secdo da aorta abdominal e veia cava inferior. A seguir, a traquéia foi ocluida
ao final da expiracdo (PEEP=2cmH,0) com um fio de algoddo. A porcéo
abdominal do esofago foi identificada e isolada, sendo presa por uma pinca
hemostéatica e as estruturas do pescoco foram dissecadas permitindo a liberacdo
das vias aéreas. A pinca que prende o esbfago foi suavemente tracionada para
cima, permitindo separar o bloco coracdo-pulmdes das demais estruturas aderidas
a parede toracica posterior. Com todas as estruturas individualizadas, a traquéia
foi secionada acima do local ligado pelo fio de algodao e o es6fago e o coragéao
foram separados do conjunto por leve tracdo, restando apenas os pulmdes e as
vias aéreas. O conjunto (pulmdes-vias aéreas) foi separado para posterior estudo

histologico.

4.6 Estudo da histologia
4.6.1 Microscopia 6ptica

4.6.1.1 Fixagéo e preparo das laminas

Os pulmdes foram perfundidos com solucéo salina 0,9% e, posteriormente,
com formol-Millonig através de um escalpe 19G inserido no ventriculo direito do
coracao do animal. Os pulmdes foram, entdo, retirados em bloco e fixados em
formol tamponado a 10%.

Depois da fixacdo, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes
histologicos com 4 um de espessura. As laminas contendo os cortes pulmonares

foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E).

4.6.1.2 Andlise histologica e morfométrica

As laminas foram analisadas por microscopia optica (microscopio Olympus;
BX51; Toquio, Japdo) segundo seus aspectos qualitativos e quantitativos. Para



a andlise descritiva, toda a superficie da lamina foi observada com todas as
estruturas pulmonares representadas, em aumento de 100, 200 e 400x.

A analise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (“point-couting”) (GUNDERSEN e cols.,1988; HSIA e cols., 2010),
utilizando uma ocular acoplada ao microscéopio contendo um sistema de referéncia
de 100 pontos e 50 linhas dispostos em paralelo (Figura 3).

Em um aumento de 100x foram avaliados dez campos aleatdrios e nao
coincidentes por lamina, sendo analisadas 6 laminas por grupo, uma por animal.
Foi quantificada a fracdo de area ocupada por alvéolos normais, colapsados e
hiperinsuflados (WEIBEL, 1990; HSIA e cols., 2010).

Em um aumento de 1000x foram quantificados os seguintes parametros:
tecido pulmonar, células polimorfonucleares e células mononucleares em dez
campos aleatérios e ndo coincidentes. O tecido pulmonar foi avaliado através do
namero de pontos que coincidiam com a area de tecido e ndo sobre o espaco

aéreo. O resultado foi apresentado como fracdo de area de tecido pulmonar,
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Figura 3. Representacdo esquematica do reticulo com 100 pontos e 50 linhas
utilizado para quantificacdo dos parametros morfométricos.

4.6.2 Quantificacado de fibras colagenas e elasticas

As laminas também foram coradas com métodos especificos para quantificacao
de fibras coldgenas e elasticas no tecido pulmonar. Para analisar as fibras
colagenas, os tecidos foram corados em solucdo de Sirius Red dissolvido em
solucédo saturada de &cido picrico e observados sob microscopia de luz
polarizada, uma vez que a acentuacao da birrefringéncia do colageno
promovida pelo método de polarizacédo de Picrosirius é especifica para
estruturas colagenas (MONTES, 1996). Na analise das fibras elasticas, foi
utilizado o método de resorcina-fucsina de Weigert modificado com oxidacao
(FULLMER e cols., 1974). A quantificacao de fibras elasticas e colagenas no
parénquima pulmonar foi feita utilizando-se o software Image-Pro® Express 6.0
para Windows®, um computador conectado a uma camera digital (Olympus, Q-
Color 5, Toquio, Japédo) que esta acoplada a um microscopio 6ptico (Olympus;
BX51, Toquio, Japao) (Rocco e cols., 2001). A area ocupada pelas fibras
elasticas e colagenas foi determinada por densitometria digital. Brébnquios e
vasos sanguineos foram excluidos das medidas. Para evitar qualquer erro
devido a areas de colapso alveolar, as areas ocupadas pelas fibras elasticas e
colagenas foram divididas pelo comprimento do septo estudado. Os resultados
foram expressos como quantidade de fibras elasticas ou colagenas por unidade
de comprimento septal (um?/um).

4.6.3 Microscopia eletrénica

Para a analise por microscopia eletrbnica foram retirados trés fragmentos
de parénquima pulmonar do pulmao direito (lobulado) de 20 animais, com as
seguintes dimensdes 0,2 x 0,2 x 0,2 cm. Os fragmentos foram colocados em
glutaraldeido 2% em tampao fosfato 0,1M e pH 7,4, por 2 h, sendo posteriormente
lavados em solugdo de sacarose, constituida de 4,5 g de NaCl e 8,9 g de sacarose
diluidos em 500 mL de agua destilada, até a pds-fixacdo. A seguir, os fragmentos
foram imersos em solucao de tetroxido de 6smio (1% em agua, contendo 133 mg

de sacarose por ml) por 2 h. Apds a lavagem em agua bidestilada as preparacdes



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 desidratacdo em concentracdes crescentes de alcool etilico,
progredindo gradativamente até alcool absoluto, sendo, entéo, o tecido passado
em Oxido de propileno por 15 minutos (2 vezes). Iniciando a fase de embebicao,
as amostras foram colocadas em misturas de partes iguais de 6xido de propileno e
resina (araldite). Os frascos contendo os fragmentos foram colocados para girar (1
rotacdo a cada 4 minutos, por 1 hora). Posteriormente, as pecas foram colocadas
por 16 h em resina, com a seguinte composicéo: 10 mL de araldite (Cy-205), 8 mL
de endurecedor DDSA (anidrido de &acido doxecenil succinico), 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 polimerizagdo em estufa a 60°C, por 5 dias. Concluida a
polimerizacdo, os espécimes foram aparados e cortes semifinos obtidos com o
ultramicrétomo Porter Blum MT2 (Reichert ultracult S). Tais cortes, com 0,5 um de
espessura, foram montados em laminas de vidro e corados com uma mistura de
azul de metileno a 1% e azur Il, em partes iguais e a quente. Nestes cortes, foram
selecionadas areas representativas das lesdes. De cada espécime, 2 blocos,
contendo aproximadamente 10 fragmentos cada um, foram submetidos a analise
para selecdo dos cortes ultrafinos.

Para o estudo ultraestrutural, cortes ultrafinos com espessura em torno de
90 milimicrémetros foram contrastados pelo acetato de uranila a 2% durante 30
minutos e, finalmente, por citrato de chumbo por 10 minutos. A observacao dos
cortes e as eletromicrografias foram realizadas em microscopio eletrénico JEOL
(JEOL, JSM-6100F; Toquio, Japao). Um escore semi-quantitativo de gravidade foi
usado para mensuracado das seguintes estruturas: a) lesdo de células epiteliais
tipo I, b) lesdo de células epiteliais tipo Il, ¢) desnudamento da membrana basal, d)
colapso alveolar, e) lesdo endotelial, e f) membrana hialina. Os achados
patologicos foram graduados de acordo com um score de gravidade, utilizando-se

zero quando nao foi contado nenhuma alteracéo, 1 (0-25%), 2 (26-50%), 3 (51-



75%) e 4 (76-100%) em 10 campos microscopicos nao-coincidentes (SANTOS e
cols., 2006; PASSARO e cols., 2009).
4.6.4 Microscopia Confocal

Para a analise da microscopia confocal foram retirados trés diferentes
fragmentos do pulméo direito com as dimensodes de 0,2 x 0,2 x 0,2 cm. Esses
fragmentos foram fixados em formol tamponado a 3% e embebidos em parafina. O
anti-fator de transcricdo da tiredide (TTF-1) e o método de imunohistoquimica de
fluorescéncia anti-CD34, foram respectivamente usados para analisar 0s
componentes epitelial e endotelial da barreira alvéolo-capilar.

Células foram incubadas com anti-TTF1 (anticorpo monoclonal,
Biotecnologia de Santa Cruz, Santa Cruz, Ca, EUA, 1:25) e anti-CD34 (anticorpo
monoclonal, laboratério Novocastra, Reino Unido, 1:400), seguido por dupla
coloracdo com fluoresceina e rodamina (rhodamine-conjugated goat anti-mouse
IgG-R, dilution 1:40, Biotecnologia de Santa Cruz, Santa Cruz, CA, EUA). Imagens
foram obtidas usando um microscépio confocal de varredura a laser ZEISS LSM-
410 (Carl Zeiss Canada, Toronto, ON, Canada) (OLIVEIRA e cols., 2009).

4.7 Andlise do fluido do lavado broncoalveolar (BALF), fluido do lavado

peritoneal e plasma

Para analise da celularidade total e diferencial, bem como a de citocinas no
BALF, foram utilizados outros 80 camundongos Balb/c (20-25 g), que foram
submetidos aos protocolos previamente descritos. Os animais foram sacrificados
em uma camara de CO,, exangiinados, traqueotomizados, e a coleta do BALF foi
realizada lavando-se os pulmdes quatro vezes consecutivas com 1,0 ml salina
fisiolégica estéril (0.9% NaCl, 37° C), através da céanula traqueal. A cavidade
peritoneal foi lavada com 5 ml de solug&o de fosfato tamponado (PBS) 1x, de onde
foram obtidas aliquotas do lavado peritoneal. O sangue foi retirado da cauda do
animal apds serem anestesiados com isoflurano, e foram realizados os esfregacos

nas laminas.



A contagem total de leucdcitos do sangue periférico, no fluido do lavado
broncoalveolar e do lavado peritoneal foi efetuada em camaras de Neubauer em
microscépio oOptico (aumento de 10 x), apos diluicdo (40 x) das mesmas em
solucdo de Turk (acido acético 2%). A analise diferencial de leucdcitos foi
realizada sob objetiva de imersdo em citoesfregacos obtidos em citocentrifuga
(Shandon — 450 rpm por 5 minutos), corados pelo método May Grunwald-Giemsa.
De acordo com este método, as laminas ficam imersas no May Grunwald por 3
minutos para fixacdo e coloracdo de granulos celulares, 2 minutos em agua para
retirada de excesso de corante e 15 minutos no Giemsa, onde 0 nucleo sera
corado. Os niveis de citocinas no sangue foram avaliados apd6s centrifugacéo
(2.000 rpm por 5 min) do mesmo para a separacdo do plasma. O plasma foi
dividido em duas aliqguotas. Foram utilizados kits ELISA comercialmente
disponiveis para medida de IL-6, KC (analogo da IL-8), IL-10, TNF-a. e TGF- no
fluido do lavado broncoalveolar (BALF). Todas as medidas foram analisadas em

duplicata (PECINALI e cols., 2005).

4.8 Quantificacdo de células epiteliais apoptéticas

Para quantificar o numero de células epiteliais apoptéticas no pulmao,
figado, intestino e rins, os o6rgdos foram fixados em formaldeido a 2%, e
posteriormente colocados em sacarose. Para a detec¢cao da apoptose, foi utilizado
o método de TUNEL de imunomarcacdo para desoxinucleotideo transferase
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), onde o nucleo com fragmentacdo
de DNA cora-se em marrom. O nucleo sem fragmentagéo de DNA cora-se em azul
guando contra-corado com hematoxilina. O estudo semiquantitativo foi realizado
através da atribuicdo de escores que variam de 0 a 4 cruzes de acordo com a
densidade de células apoptoticas observadas. O grau de apoptose foi graduado
como: negativo = 0 (parénquima pulmonar normal), leve = 1 (0-25%), moderado =
2 (25-50%), alto = 3 (50-75%), e grave =4 (75-100%) em 10 campos nao-
coincidentes (400 x) (OLIVEIRA E COLS., 2009).



5 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Sigma
Stat 3.1 (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA). A normalidade dos dados (teste
de Kolmogorov-Smirnov com correcdo de Lilliefors) e a homogeneidade das
variancias foram testadas (teste de Levene). Caso os dados passassem pelos dois
testes, utilizou-se o teste Two way ANOVA seguido do teste de Tukey. Caso 0s
dados ndo passassem pelo testes acima relatados, utilizou-se teste de Two way
ANOVA on ranks seguido pelo teste de Dunn. Os dados com distribuicdo normal
foram expressos em média + erro padrdo da média (SEM), enquanto que 0s que
nao apresentavam distribuicdo normal foram expressos como mediana (intervalo
interquartil). As diferencas na mortalidade foram comparadas utilizando-se o Teste
de Fisher. Uma vez que ndo houve alteracdo significativa entre os grupos C-LPS
e C-CLP, optamos em utilizar somente um grupo controle. Adotou-se p < 0,05

como valor significativo.

6. Resultados
A mortalidade do grupo LPA-CLP foi de 40% enquanto que a do grupo LPA-

LPS de 10% 7 dias apds a inducéo da leséo.

6.1 Mecanica Pulmonar



A tabela 1 mostra os valores de fluxo e volume 1 e 7 dias apés inducédo da
lesdo pulmonar aguda. N&o houve diferenca de fluxo e volume entre os grupos
(p<0,05).

A figura 4 mostra o comportamento da elastancia estatica e componentes
viscoelastico (JP2) e resistivo ([JP1) do pulmdo nos grupos controle (C) e LPA
analisados 1 e 7 dias ap0s inducao de lesdo. Como nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos controle C-LPS e C-CLP, foi utilizado apenas um
grupo controle (C). Est, [JP1 e [IP2 se elevaram similarmente em ambos os
grupos LPA comparados ao grupo controle no 1° dia apds inducdo da LPA.
Entretanto, no 7° dia, Est, [IP1 e [1P2 foram menores ao se comparar com ambos
0s grupos LPA no 1° dia apo6s inducéo da LPA, principalmente no grupo LPA-LPS.



GRUPOS FLUXO (mL/s) VOLUME (mL)

DIA 1
C.LPS 1,03+ 0,01 0,20+ 0,00
C-CLP 1,00+ 0,00 0,20+ 0,00

LPALPS 1,01+ 0,03 0.21+ 0,00

LPA-CLP 1,00+ 0,00 0,20+ 0,00

DIA 7
CLPS 1,00+ 0,00 0,20+ 0,00
C.CLP 0,99+ 0,00 0,20+ 0,00
LPA-LPS 0.99+0,00 0,20+ 0,00
LPA-CLP 1.00+0,00 0,20+ 0,00

Tabela 1. Fluxo e volume utilizados para analise da mecéanica Os valores
correspondem a média + EPM de 7 animais em cada grupo. EPM, erro padrdo da
meédia; volume, volume corrente; fluxo, fluxo inspiratério. Grupo C-CLP
corresponde ao grupo submetido a laparotomia com exposi¢cao do ceco e 0 grupo
C-LPS corresponde ao grupo controle que recebeu salina i.p. O grupo LPA-CLP
corresponde ao grupo que foi submetido a cirurgia de ligadura e perfuracdo do
ceco e 0 grupo LPA-LPS corresponde ao grupo que recebeu 125 ug de LPS i.p..
Todos os grupos foram analisados 1 e 7 dias apos a inducéo da leséo.
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Figura 4. Elastancia estatica (Est,L) e variacdo de presséo (AP,L) do pulm&o. As barras
cinzas representam a pressao viscoelasticas/inomogénea (AP2) do pulméo, as barras
brancas a pressao resistiva (AP1) e a coluna inteira representa a variacdo de pressao
total (APtot). Nos grupos LPA, camundongos BALB/c receberam intraperitonealmente
lipopolissacarideo de Escherichia coli (125 pug LPA-LPS) ou foi submetido a cirurgia de
ligadura e perfuracdo do ceco (LPA-CLP). Nos respectivos grupos controles, animais
receberam solucao salina intraperitonealmente (0,5 ml — C-LPS) ou foram submetidos a
cirurgia sham (C-CLP). Contudo, como néo foi observado diferenca significativa entre os
grupos controles (C-LPS e C-CLP), foi usado apenas um grupo controle (C). Todos os
grupos foram analisados 1 e 7 dias ap0s a inducéo da lesdo. Os valores representam as
meédias + EPM de 6 animais/grupo. *Significativamente diferente do grupo C (p<0,05).



**Significativamente diferente do grupo LPA-LPS (p<0,05). #Significativamente diferente
do 1° dia (p<0,05).



6.2 Analise histologica
6.2.1 Microscopia Optica
6.2.1.1Anélise morfométrica

A figura 5 representa os parametros morfométricos como fracéo de area de
alvéolos normais e colapsados do parénquima pulmonar (painel superior) e a
fracdo de area ocupadas por células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares
(MN) (painel inferior), 1 e 7 dias apos inducdo da LPA. Observou-se que a fracédo
de area de alvéolos colapsados e de células totais e PMN foram maiores nos
grupos LPA-LPS e LPA-CLP no 1° dia, em comparacédo ao grupo C. Nao foram
observados alvéolos hiperinsuflados. No 7° dia, constatou-se que a fracéo de area
de alvéolos colapsados retornou aos valores controle no grupo LPA-LPS,
entretanto, no grupo LPA-CLP, a fracdo de area de colapso alveolar e o nimero
de células totais e PMN permaneceram aumentadas, embora tenham diminuido
com o tempo (figura 5).

A figura 6 apresenta fotomicrografias de parénquima pulmonar dos grupos
C e LPA analisados 1 e 7 dias apos inducdo da LPA. A histologia do parénquima
pulmonar foi similar nos grupos controles. Apds o 1° dia de indugdo da LPA, os
grupos LPA-LPS e LPA-CLP apresentaram atelectasia, edema intersticial e
infiltrados inflamatérios com presenca de células PMN. Ja apos 7 dias, observou-
se diminuicdo do edema intersticial, porém o espessamento septal perdurou com

maior intensidade, assim como o colapso alveolar no grupo LPA-CLP (figura 6).
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Figura 5. Pardmetros morfométricos no parénquima pulmonar 1 e 7 dias ap6s inducao
da lesdo pulmonar aguda (LPA).No painel superior: as barras sombreadas representam
a fracdo de &rea de colapso alveolar e as barras abertas representam a fragdo de areas
dos alvéolos normais. No painel inferior: as barras sombreadas representam a fracao de
areas ocupadas por células polimorfonucleares (PMN) e as barras abertas representam
a fracdo de areas ocupadas por células mononucleares (MN). Nos grupos LPA,
camundongos BALB/c receberam intraperitonealmente lipopolissacarideo de Escherichia
coli (125 ug, LPA-LPS) ou foi submetido a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco
(LPA-CLP). Nos respectivos grupos controles, os animais receberam solucao salina
intraperitonealmente (0,5 ml — C-LPS) ou submetidos a cirurgia sham (C-CLP). Contudo,
como nao foi observado diferenca significativa entre os grupos controles C-LPS e C-
CLP, foi usado apenas um grupo controle (C). Os valores representam as médias + EPM



de 6 animais/grupo. Foram avaliados 10 campos aleatérios e nao-coincidentes por
camundongo. *Significativamente diferente do grupo C (p<0,05). ** Significativamente
diferente do grupo LPA-LPS (p<0,05). #Significativamente diferente do 1° dia (p<0,05).
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Figura 6. Fotomicrografias do parénquima pulmonar corados com hematoxilia-
eosina 1 e 7 dias apos inducdo da lesdo pulmonar aguda (LPA). Nos grupos LPA,
camundongos BALB/c receberam intraperitonealmente lipopolissacarideo de
Escherichia coli (125 pg, LPA-LPS) ou foi submetido a cirurgia de ligadura e
perfuracdo do ceco (LPA-CLP). Nos respectivos grupos controles, os animais
receberam solucéo salina intraperitonealmente (0,5 ml — C-LPS) ou submetidos a
cirurgia sham (C-CLP). Contudo, como né&o foi observado diferenca significativa
entre os grupos controles C-LPS e C-CLP, foi usado apenas um grupo controle
(C). Aumento 100x. Note o colapso alveolar na ponta das setas.



6.2.1.2 Fibras colagenas e elasticas

A figura 7 representa o conteudo de fibras coldgenas e elasticas no
parénquima pulmonar de animais dos grupos controle e com LPA. O conteudo de
fibras coldgenas foi significativamente maior nos grupos LPA-LPS e LPA-CLP em
comparacao ao C, ap6s o 1° dia de inducdo da lesdo. Apos 7 dias da inducao da
leséo, observou-se queda desse conteudo apenas no grupo LPA-LPS, enquanto o
LPA-CLP manteve-se aumentado. O conteudo de fibras elasticas aumentou

apenas no grupo LPA-CLP, 7 dias apoés a inducéo de LPA (figura 7).
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Figura 7. Conteudo de fibras colagenas (painel superior) e elasticas (painel
inferior) no parénquima pulmonar 1 e 7 dias apds indugdo da lesdo pulmonar
aguda (LPA). Nos grupos LPA, camundongos BALB/c receberam
intraperitonealmente lipopolissacarideo de Escherichia coli (125 pg, LPA-LPS) ou
foi submetido a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (LPA-CLP). Nos
respectivos  grupos  controles, animais receberam solucdo salina
intraperitonealmente (0,5 ml — C-LPS) ou foram submetidos a cirurgia sham (C-
CLP). Contudo, como néo foi observado diferenca significativa entre os grupos
controles C-LPS e C-CLP, foi usado apenas um grupo controle (C). Os valores
representam meédia + EPM de 6 animais/grupo. Foram avaliados 10 campos



aleatorios e ndo-coincidentes por camundongo. *Significativamente diferente do
grupo C (p<0,05). **Significativamente diferente do grupo LPA-LPS (p<0,05).
#Significativamente diferente do 1° dia (p<0,05).

6.3 Analise da celularidade no fluido do lavado peritoneal, sangue e lavado

broncoalveolar

A figura 8 mostra o nimero de neutrdéfilos no fluido do lavado peritoneal,
sangue e fluido do lavado broncoalveolar. No 1° dia, 0 numero de neutréfilos no
fluido do lavado peritoneal, sangue e BALF foi maior nos grupos LPA-LPS e LPA-
CLP do que no C, sem diferenca significativa entre eles; porém, no 7° dia, houve
reducdo do numero de neutréfilos no sangue, BALF e peritbneo comparado ao 1°
dia no grupo LPA-LPS. Entretanto, no grupo LPA-CLP n&o houve diferenca
significativa no nimero de neutrofilos no sangue e no BALF ao longo do tempo de
lesdo pulmonar, mas sim uma reducéo significativa no lavado do fluido peritoneal.

A figura 9 representa os niveis de citocinas IL-6, KC (homdlogo da IL-8), IL-
10, TNF[I[J e TGF-[ no fluido do lavado broncoalveolar (BALF). Constatou-se no
1° dia de LPA, que todas as citocinas foram maiores nos grupos LPA-LPS e LPA-
CLP do que no grupo C (Fig. 9). TNFO, IL-6 e TGF-LJforam maiores no grupo
LPA-CLP do que no grupo LPA-LPS, enquanto os niveis de KC e IL-10 foram
similares em ambos os grupos LPA. No 7° dia, os niveis de citocinas retornaram a
valores controle no grupo LPA-LPS. No grupo LPA-CLP, TNF] e IL-10 também
retornaram a valores controle, mas os niveis de IL-6 e KC foram similares ao 1°

dia, enquanto TGF-[JIfoi menor no 7° dia ao se comparar ao 1° dia (figura 9).
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Figura 8. Analise do conteido de neutréfilos no fluido do lavado peritoneal,
sangue e no fluido do lavado broncoalveolar (BALF) analisados 1 e 7 dias ap0s
inducdo da LPA. Nos grupos LPA, camundongos BALB/c receberam
intraperitonealmente lipopolissacarideo de Escherichia coli (125 pg, LPA-LPS) ou
foi submetido a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (LPA-CLP). Nos
respectivos  grupos  controles, animais receberam solucdo salina
intraperitonealmente (0,5 ml — C-LPS) ou foram submetidos a cirurgia sham (C-
CLP). Contudo, como néo foi observado diferenca significativa entre os grupos
controles C-LPS e C-CLP, foi usado apenas um grupo controle (C). Os valores
representam meédia + EPM de 6 animais/grupo. *Significativamente diferente do
grupo C (p<0,05). **Significativamente diferente do grupo LPA-LPS (p<0,05).
#Significativamente diferente do 1° dia (p<0,05).
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Figura 9. Andlise das citocinas no fluido do lavado broncoalveolar (BALF).Grafico
de caixa representativo das interleucinas (IL)-6, KC (homologo da IL-8), IL-10,
TNF-[J e TGF-[I[Janalizados nos dias 1 e 7 ap0s inducdo da LPA. Nos grupos
LPA, camundongos BALB/c receberam intraperitonealmente lipopolissacarideo de
Escherichia coli (125 pg, LPA-LPS) ou foi submetido a cirurgia de ligadura e
perfuracdo do ceco (LPA-CLP). Nos respectivos grupos controles, animais
receberam solugcédo salina intraperitonealmente (0,5 ml — C-LPS) ou foram



submetidos a cirurgia sham (C-CLP). Contudo, como nao foi observado diferenca
significativa entre os grupos controles C-LPS e C-CLP, foi usado apenas um grupo
controle (C). Os valores representam média + EPM de 6 animais/grupo.
*Significativamente diferente do grupo C (p<0,05). **Significativamente diferente
do grupo LPA-LPS (p<0,05). #Significativamente diferente do 1° dia (p<0,05).

6.4 Anédlise da apoptose de células epiteliais no pulméo, rim, figado e

intestino

A tabela 2 representa analise semi-quantitativa das células em apoptose no
pulmao, rim, figado e intestino nos grupos C e LPA, 1 e 7 dias ap6és inducéo de
lesédo pulmonar. No 1° dia, ambos os grupos LPA-LPS e LPA-CLP apresentaram
aumento no numero de células epiteiais apoptoticas em comparacao ao grupo C.
O numero de células apoptéticas no pulmao, rim e intestino foi maior no grupo
LPA-CLP do que no grupo LPA-LPS. Ja ap0s 7 dias, o numero de células
apoptéticas no rim foi menor do que no 1° dia, em ambos os grupos. O nimero de
células apoptéticas no pulmao, figado, e vilosidades do intestino foi similar em

ambos os grupos LPA nos dias 1 e 7 (Tabela 2).



Grupos Pulméo Rim Figado Intestino

DIA 1
C 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
LPA-LPS 2 (1-2)* 2 (2-3)* 2 (1-2)* 2 (1-2.25)
LPA-CLP 3 (2.75- 4 (3-4)* % 2 (1-2.25)* 3 (2.75-
3.25)* ** 3.25)* **
DIA 7
C 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
LPA-LPS 1 (1-1.25)* 1 (1-2)* # 1 (1-1.25)* 1 (1-2)*
LPA-CLP 2 (2-3)* ** 3(2-3)***# | 2(1.75-2.25)* | 3 (2-3.25)**

Tabela 2. Escore de células apoptéticas no pulméo, rim, figado e intestino. Nos
grupos LPA, camundongos BALB/c receberam intraperitonealmente
lipopolissacarideo de Escherichia coli (125 ng, LPA-LPS) ou foi submetido a
cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (LPA-CLP). Nos respectivos grupos
controles, animais receberam solugcéo salina intraperitonealmente (0,5 ml — C-
LPS) ou foram submetidos a cirurgia sham (C-CLP). Contudo, como néo foi
observado diferenca significativa entre os grupos controles C-LPS e C-CLP, foi
usado apenas um grupo controle (C). Valores representam a mediana (percentis
25% -75%) de 5 camundongos em cada grupo. Os achados patoldgicos foram
graduados de acordo com escore semi-quantitativo com base na gravidade:
negativo=0, 1 = (0-25%), 2 = (26-50%), 3 = (51-75%) e 4 = (76-100%) do tecido



analisado. *Significativamente diferente do grupo C (p<0,05). **Significativamente
diferente do grupo LPA-LPS (p<0,05). #Significativamente diferente do 1° dia
(p<0,05).



6.5 Microscopia eletronica de transmisséao

A tabela 3 representa a analise semi-quantitativa das alteracdes
ultraestruturais do parénquima pulmonar e a figura 10 representa as
fotomicrografias da microscopia eletrénica de transmissdo nos grupos C e LPA
nos dias 1 e 7 apods inducdo da LPA. No grupo C observou-se integridade da
membrana alvéolo-capilar, membrana basal, célula endotelial (End), espaco
alveolar e pneumdcitos tipo Il (PIl) preservados, com numerosos corpos lamelares
e microvilosidades tipicas, projetando-se de sua superficie (figura 10a). No 1° dia
apo6s inducdo da LPA, os grupos LPA-LPS (figuralOb) e LPA-CLP (figura 10c)
mostraram lesdo em células epiteliais dos tipos | e Il, auséncia de microvilosidades
em PII, colapso alveolar e membrana hialina (Tabela 3). O grau de lesdo
endotelial, apoptose e desnudamento da membrana basal foi maior no grupo LPA-
CLP do que no grupo LPA-LPS (figuras 10b e 10c, Tabela 3). No 1° dia, o
intersticio encontrava-se espesso por causa do aumento do contetdo de
elementos da matriz extracelular, como fibras colagenas em ambos os grupos. No
7° dia, a lesdo de células epiteliais dos tipos | e Il, o desnudamento da membrana
basal e a lesdo endotelial reduziram no grupo LPA-LPS (figura 10d), mas né&o
retornou aos valores controle. Todas essas alteragbes ultraestruturais
permaneceram aumentadas no grupo LPA-CLP (figura 10e e Tabela 3). No grupo
LPA-CLP, a razédo entre fibras colagenas tipo | e Il foi maior no 7° dia.

A figura 11 representa a microscopia confocal do parénquima pulmonar nos
dias 1 e 7 apos a inducdo da lesdo pulmonar aguda (LPA). As amostras foram
coradas com dupla imunofluorescéncia para TTF1 (fator de transcri¢cdo da tiredide-
1, epitélio alveolar) e CD34 (endotélio). No dia 1, embora o processo inflamatorio
tenha sido semelhante em ambos os grupos LPA (LPA-LPS e LPA-CLP), a lesdo
endotelial foi maior no grupo LPA-CLP (figuras 11a e 11b). No dia 7, pbde-se
observar a reducdo do processo inflamatorio no grupo LPA-LPS, com reparo
parcial das lesdes epitelial e endotelial (figura 11c). Contudo, o grupo LPA-CLP
continuou mantendo o processo inflamatério no parénquima pulmonar e leséo

endotelial (figura 11d).



Lesdo de Desnudamento Apoptose
Lesdo célula Colapso Lesdo Membrana
GRUPOS célula epitelial da membrana da célula
epitelial tipo | alveolar endotelial hialina
tipo 1l basal endotelial
C 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
DIA 1
LPA-LPS 3 (2-3)* 3 (2-3)* 2 (2-2)* 4 (3-4)* 2 (1.75-3)* 2 (2-2)* 2 (1.75-2)*
3(3-
LPA-CLP 3 (3-3.25)* 3 (3-3.25)* 3 (2-3)*** 4 (3-4)* 3 (2-3)*,** 2 (1.75-2)*
3.25)* **
DIA 7
1(1-
LPA-LPS 1(1-2)*# 1(1-2)*# 1(1-2)*# 2 (1-2)*# 1(1-2)*# 0 (0-0.25)#
1.25)* #
3 (2.75- 3 (2.75- 3 (2.75-
LPA-CLP 3 (2.75-3)*** 3 (2-3)***# 3 (2-3)*** 1(0-1)#
3.25)*,** 3.25)*,** 3)*,**

Tabela 3. Analise semi-quantitativa das altera¢gBes ultraestruturais do parénquima pulmonar. Nos grupos LPA,
camundongos BALB/c receberam intraperitonealmente lipopolissacarideo de Escherichia coli (125 ug, LPA-
LPS) ou foi submetido a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (LPA-CLP). Nos respectivos grupos



controles, animais receberam solucdo salina intraperitonealmente (0,5 ml — C-LPS) ou foram submetidos a
cirurgia sham (C-CLP). Contudo, como nao foi observado diferenca significativa entre os grupos controles C-
LPS e C-CLP, foi usado apenas um grupo controle (C). Valores representam a mediana (percentis 25% -75%)
de 5 camundongos em cada grupo. Os achados patolégicos foram graduados de acordo com escore semi-
quantitativo com base na gravidade: negativo=0, 1 = (0-25%), 2 = (26-50%), 3 = (51-75%) e 4 = (76-100%) do
tecido analisado. *Significativamente diferente do grupo C (p<0,05). **Significativamente diferente do grupo
LPA-LPS (p<0,05). #Significativamente diferente do 1° dia (p<0,05).
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dias apOs inducdo da lesdo pulmonar aguda (LPA). Nos grupos LPA,
camundongos BALB/c receberam intraperitonealmente lipopolissacarideo de
Escherichia coli (125 pg, LPA-LPS) ou foi submetido a cirurgia de ligadura e
perfuracdo do ceco (LPA-CLP). Nos respectivos grupos controles, animais
receberam solucdo salina intraperitonealmente (0,5 ml — C-LPS) ou foram
submetidos a cirurgia sham (C-CLP). Contudo, como nao foi observado diferenca
significativa entre os grupos controles C-LPS e C-CLP, foi usado apenas um grupo
controle (C). BM: membrana basal. End: endotélio. Alv: espago alveolar. PII:



pneumacitos tipo Il. Note na setas, a maior leséo endotelial no grupo LPA-CLP e a
perpetuacdo da mesma apos 7 dias de inducdo da leséao.
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Figura 11. Fotomicrografias confocal representativas do parénquima pulmonar
nos dias 1 e 7 apos inducdo da lesdo pulmonar aguda (LPA). As amostras foram
coradas com dupla imunofluorescéncia para TTF1 (fator de transcri¢cdo da tiredide-
1, epitélio alveolar) e CD-34 (endotélio). Nos grupos LPA, camundongos BALB/c
receberam intraperitonealmente lipopolissacarideo de Escherichia coli (125 ng,
LPA-LPS) ou foi submetido a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (LPA-
CLP). Nos respectivos grupos controles, animais receberam solucdo salina
intraperitonealmente (0,5 ml — C-LPS) ou foram submetidos a cirurgia sham (C-
CLP). Contudo, como néo foi observado diferenca significativa entre os grupos
controles C-LPS e C-CLP, foi usado apenas um grupo controle (C).Observe a
maior lesdo endotelial no grupo LPA-CLP (corado em verde) apds 7 dias de
inducao da leséo.



7 Discusséao

O presente estudo demonstrou, através de modelos experimentais de lesdo
pulmonar aguda extrapulmonar induzidos por LPS ou CLP com graus similares de
comprometimento da mecéanica pulmonar, lesdo epitelial e inflamacéo
intraperitoneal na fase precoce da lesdo, que o modelo de LPA-CLP induziu
fibroelastogénese associada a altercdo na mecéanica pulmonar, enquanto o
modelo de LPA induzido por LPS desenvolveu somente fibrose que foi reparada
na fase precoce da lesdo. Tal fato sugere que o grau de lesdo no endotélio
também participa do processo de remodelamento.

Devido a grande dificuldade em se realizar e interpretar estudos em
humanos, em funcédo da possibilidade de que lesdes diretas e indiretas possam
coexistir no mesmo paciente, a maior parte de nosso conhecimento a respeito da
fisiopatologia da SDRA é proveniente de experimentacdo animal (Rocco E ZIN,
2002; Rocco E PELosI, 2008). Apesar dos grandes avancos na fisiopatologia da
LPA/SDRA a mortalidade perdura elevada (ERICKSON e cols., 2009), sendo a
sepse a principal causa (SEVRANSKY e cols., 2008). Apesar da diversidade de
espécies animais, optamos por utilizar camundongos BALB/c, ja que a partir de
um estimulo letal, eles reproduzem caracteristicas similares as da LPA humana e
nao necessitam de um periodo muito longo de vida para estarem aptos para o
estudo.

Diversos modelos experimentais vém tentando mimetizar a sepse e
entender seu mecanismo de acdo, seja através de infec¢cbes causadas por
bactérias gram-negativas ou através da administracdo de endotoxina (MENEZES e

cols., 2005; saNTOS e cols., 2006; LEITE-JUNIOR e cols., 2008), que provoca uma



cascata de reacdes inflamatérias, estimulando uma resposta inflamatoria aguda
(KAaBIR e cols; 2002). Um dos modelos que utilizamos, foi o de ligadura e
perfuracdo do ceco (WICHTERMAN e cols., 1980; RITTIRSCH e cols., 2009; OLIVEIRA e
cols., 2009), onde ha liberacéo da flora bacteriana. E um modelo reprodutivel que
mais se assemelha com a sepse cirdrgica em humanos; associado a apoptose de
tipos celulares selecionados e resposta imune (ORFANOS e cols., 2004; HUBBARD e
cols., 2005). Entretanto, esse modelo de sepse apresenta diferentes formas de
apresentacao em funcdo da quantidade de furos realizados no ceco, a porcdo do
ceco a ser ligada e o calibre da agulha (RITTIRSCH e cols., 2009). Como nossa
intencdo também era de estudar um modelo temporal (nos dias 1 e 7), optamos
por um modelo que provocasse uma menor mortalidade e que proporcionasse um
aumento de 1,5 vezes na elastancia estatica do pulmdo em relacdo ao grupo C
(MENEZES e cols., 2005). O modelo de LPA induzido por LPS de E.coli ja foi
previamente descrito por nosso grupo (MENEZES e cols., 2005; SANTOS e cols.,
2006). O uso desses modelos de LPA é vantajoso ja que € possivel controlar com
precisdo 0 momento da analise e manter os animais ventilando espontaneamente,
evitando assim, os efeitos colaterais resultantes da ventilagdo mecanica. Além
disso, é possivel fornecer informacfes adicionais para a patogénese da lesdo
endotelial (MATTHAY e cols., 2003).

Dentre os métodos para andlise da mecanica pulmonar, utilizamos o
método de oclusdo ao final da inspiracdo, este método permite a identificacdo dos
componentes elasticos, resistivos, viscoelastico e/ou inomogéneos (BATES e cols.,
1985; BATES e cols.,1988). Em nosso experimento, ndo obtivemos os valores
referentes a mecanica da parede toracica e do sistema respiratorio, pois
realizamos a retirada da porgao anterior do gradil costal. Logo, avaliamos os
componentes resistivo, elastico e viscoelastico pulmonares. Em funcdo dessa
cirurgia, utilizamos um nivel de aproximadamente 2 cmH,O de PEEP (SALDIVA e
cols., 1992) para evitar o colapso dos espacos aéreos e manter a capacidade
residual funcional. Ademais, os efeitos da PEEP se tornam menos acentuados na
presenca de térax aberto, uma vez que na auséncia da parede toracica ndo ha

compressdo da veia cava nem da aorta pela pressédo positiva, com consequente



reducado do retorno venoso e débito cardiaco. As influéncias das variacdes de V1 e
V’ sobre os parametros de mecéanica, ja previamente constatadas em pacientes
com SDRA (EissA e cols., 1991), foi evitada em nossos experimentos com a
utilizacao de V1 e V’ similares a todos os grupos estudados, ndo contribuindo para
as diferencas encontradas nos parametros ventilatérios entre os grupos.

Em nosso experimento observamos um incremento em propor¢cao similar
do componente elastico do pulméo (EstL), resistivo ([JP1,L) e viscoelastico
(OP2,L) no 1° dia apods inducao da lesdo nos grupos LPA-LPS e LPA-CLP (figura
4) (MENEZES e cols., 2005; SANTOS e cols., 2006; LEITE-JUNIOR e cols., 2008). Essa
alteracdo na Est,L e [IP2,L pode ser explicada por um aumento no percentual de
alvéolos colapsados, espessamento dos septos alveolares, elevacdao no
percentual de células polimorfonucleares na andlise morfométrica (figura 5),
edema intersticial (figuras 6 e 10) e mudancas nos componentes da matriz
extracelular (figura 7). Além disso, alteragbes na presséo resistiva podem estar
relacionadas a reducdo do calibre brénquico causado pelo processo inflamatorio
das vias aéreas (Rocco e cols., 2004; MENEZES e cols., 2005). A microscopia
eletrbnica, evidenciou em ambos os grupos LPA, lesdo nos pneumdacitos tipo Il e
distorcdo dos corpos lamelares, bem como lesdo nas células tipo | no 1° dia em
ambos os modelos de LPA. Por outro lado, no 1° dia apds inducdo da leséo, o
desnudamento da membrana basal e o grau de lesdo endotelial foram maiores no
grupo LPA-CLP em comparacdo com o grupo LPA-LPS (Tabela 3). Além disso, 0s
mediadores inflamatérios no BALF foram maiores em ambos 0S grupos
comparados ao controle, mas os niveis de IL-6, TNF-[] e TGF-B foram mais
elevados no grupo LPA-CLP ao se comparar com o grupo LPA-LPS. Baseado
nesses dados, podemos supor que: 1) esses dois modelos podem ter diferentes
mecanismos de ativacdo dos niveis de IL-6, TNF-[J e TGF-B, que sé&o
responsaveis pelo maior dano endotelial e desnudamento da membrana basal, ou
2) tais modelos promovem diferentes graus de lesédo endotelial e na membrana
basal, que por sua vez podem promover diferente ativacdo nos mediadores
inflamatorios e fibrogénicos. Além disso, observamos que a resposta fibrogénica

na fase inicial da LPA foi parcialmente dissociada do grau de resposta



inflamatoria, como previamente descrito (MENEZES e cols., 2005; SANTOS e cols.,
2006).

No 7° dia de lesédo pulmonar, o grupo LPA-LPS obteve o retorno de todos
0s parametros mecanicos (figura 4), associado com reparo parcial do epitélio e
endotélio e uma reducéo progressiva nos mediadores inflamatorios e fibrogénicos,
e da atelectasia (ROJAS e cols., 2005; saNTOS e cols., 2006), apresentando a
ultraestrutura do parénquima pulmonar mais proximo ao do grupo controle. Por
outro lado, o grupo LPA-CLP apresentou melhora nos parametros mecanicos em
relacdo ao 1° dia, mas permaneceram anormalmente aumentados no grupo LPA-
LPS provavelmente em funcdo da persisténcia dos processos inflamatérios e
fibrogénicos e menor reducdo da atelectasia. Essa correlagcdo entre colapso
alveolar, no ambito da imnomogeneidade pulmonar, e alteracdes dos parametros
viscoelasticos foi bem definida por BATES e cols. (1988) ao realizarem a medida da
pressdo alveolar em cdes com torax aberto. A ventilacdo na LPA/SDRA é
inomogénea, com diferentes constantes de tempo, acarretando aumento de [1P2
(EissA e cols., 1992). Além disso, no grupo LPA-CLP o numero de células
polimorfonucleares e o nivel de IL-6, KC e TGF-B permaneceram elevados,
embora TNF-[J tenha diminuido.

O estudo da matriz extracelular (MEC) tem recebido grande atencédo
ultimamente, na tentativa de correlacionar as alteracbes nos seus componentes
com achados patolégicos na mecéanica pulmonar. Todo tecido conectivo é formado
por células e matriz extracelular, sendo as fibras elasticas e colagenas os
principais componentes, podendo influenciar diretamente as propriedades
elasticas do tecido pulmonar. Diversas doencas podem alterar a organizacéo da
matriz extracelular, podendo ocasionar alteracdes irreversiveis na histoarquitetura
pulmonar. Nesse contexto, a atuagdo das células inflamatorias sobre a MEC,
através da liberacdo de enzimas proteoliticas como as elastases e colagenases
séao de grande importancia nos processos de degradacédo da MEC (TASAKA e cols.,
2002). Nesse contexto, foi observado com este estudo, que as fibras de colageno
permaneceram elevadas no grupo LPA-CLP, mas reduziu no grupo LPA-LPS.
Uma possivel explicacdo quanto ao ocorrido no grupo LPA-LPS, poderia estar



relacionado a reducdo nos mediadores inflamatorios, bem como reparo epitelial e
endotelial progressivo.

Assim como as fibras colagenas, as fibras elasticas também séao
reorganizadas durante o remodelamento da MEC. Devido as suas propriedades
mecanicas, as fibras elasticas contribuem para o recolhimento elastico do pulmao,
restaurando sua configuracdo de repouso depois de finda a inspiragdo (COTRAN e
cols., 1999). No presente estudo, observou-se aumento no conteudo de fibras
elasticas somente no grupo LPA-CLP. Tal fato pode estar relacionada a
manutenc¢ao do processo inflamatério associada ao grau de lesdo endotelial.

A integridade da membrana celular endotelial é extremamente importante
na fisiopatologia da SDRA, uma vez que sua ruptura leva a perda da integridade
endotelial, levando a ativacdo de neutréfilos e de seus produtos liberados
(elastase neutrofilica), modulando o processo inflamatorio (INGBAR, 2000; ZEIHER €
cols., 2004). Nossos dados sugerem que a lesdo no endotélio pulmonar pode
desempenhar um importante papel na patogénese e no remodelamento do pulméo
ja que o endotélio também: a) afeta a homeostasia pulmonar e sistémica; b)
participa da adeséo de neutroéfilos; e c¢) altera a permeabilidade de barreira alvélo-
capilar, promovendo formacdo de edema pulmonar (PITTER e cols., 1997). As
células endoteliais podem ser alvo e produtoras de citocinas. IL-6, TNF-[J[Je KC
sdo na sua maioria produzidas pela ativacdo de células endoteliais e alveolares
(primariamente macrofagos), fagécitos e células endoteliais. Citocinas produzidas
pelas células endoteliais ou outras células podem servir como mensageiros
quimicos entre as ceélulas, bem como estdo envolvidos nos processos de
crescimento e diferenciacéo celular, reparo tecidual e remodelamento e regulacdo
da resposta imune (OBERHOLZER e cols., 2000).

Foi observado que no 7° dia ap0Os inducao da LPA, a lesdo epitelial diminuiu
no grupo LPA-LPS, mas ndo no grupo LPA-CLP. Isto sugere que a lesdo
endotelial, assim como os niveis de IL-6, TNF-[]1[1e[JTGF-B no BALF, observados
no 1° dia apos inducéo da lesédo, poderia ter promovido ainda mais danos epiteliais
(Lucas e cols., 2009). Nao podemos excluir também, o papel fundamental do KC,
que permaneceu elevado no BALF apds 7 dias de inducdo da LPA e foi



relacionado ao aumento do numero de neutrofilos (GOVINDARAJU e cols., 2006). Em
geral, os dados sugerem que é possivel que o endotélio possa desempenhar um
papel relevante no processo de reparo das células epiteliais na fase inicial da LPA.
De fato, os niveis de IL-6 e TGF- foram maiores no grupo LPA-CLP no 7° dia de
LPA, indicando um processo inflamatério ativo.

IL-10, um mediador anti-inflamatorio, também se elevou 1 dia apds inducéo
de LPA, mas apds 7 dias, retornou a valores semelhantes aos do controle em
ambos os modelos. Mesmo que somente um mediador anti-inflamatorio tenha sido
pesquisado, nossos dados sugerem que lesdo endotelial ndo afeta a resposta anti-
inflamatoria. Além disso, a resposta anti-inflamatéria ndo parece estar associada
com colageno ou remodelamento das fibras elésticas.

O reparo e o remodelamento do tecido pulmonar sao consequéncias da
agressao ao tecido pulmonar e da cascata inflamatdria envolvida no processo de
lesé@o, ou seja, € um processo dinamico que interpde lesédo inflamatoria e reparo
tecidual, e parecem depender do alvo primario da agressdo. Esse processo,
passivel de acontecer em todos os Orgaos, tanto pode levar a reconstru¢cdo nos
moldes anteriores (“tornar a modelar’) como em moldes anormais (“refazer com
modificagdes intensas”). Poucos estudos abordam a questdo do reparo do tecido
epitelial apos o inicio da lesdo (KUNIG e cols., 2006; zHAO e cols., 2006; QUADRI e
cols., 2007). Estudos clinicos tém descrito a manutencgéo da alveolite inflmatéria e
elevados niveis de mediadores pro-inflamatérios no BALF como possiveis
mecanismos responsaveis pela lesdo continua da membrana alveolar e
consequente fibrose em pacientes com desordens pulmonares progressivas
(WEINBERGER e cols., 1978). Os fatores que irdo determinar se ocorrera fibrose
pulmonar ou se a arquitetura pulmonar sera restaurada permanecem
desconhecidos, porém sabe-se que para o reparo do pulmdo lesado ha a
necessidade de uma barreira epitelial integra, pois o reparo envolve complexa
interacéo entre células epiteliais e endoteliais, fibroblastos, macréfagos alveolares,
fatores de coagulacéo, citocinas, fatores de crescimento e pneumdcitos tipo I
intactos (BERTHIAUME e cols., 2001). TGF-$ desempenha um papel fundamental

nas respostas do pulmao (MUNGER e cols., 1999; PITTET e cols., 2001; DHAINAUT e



cols., 2003) na LPA/SDRA uma vez que induz a expressao génica das moléculas
de matriz extracelular e fibroproliferagéo.

A apoptose, ou seja, “morte celular programada” tem um importante papel
no sistema imune e reparo tecidual na LPA/SDRA (LI e cols., 2004). FIALKOW e
cols. (2006) observaram em pacientes clinicos, que a apoptose neutrofilica pode
ser um marcador de gravidade na sepse, ja a sua inibicdo resultaria em um
namero aumentado de neutrdéfilos, induzindo necrose e contribuindo para a
perpetuacdo do processo inflamatério (MATUTE-BELLO e cols., 1997). A apoptose
na fase tardia da LPA, também tem um importante papel no reparo, eliminando
tecido de granulacéo, além de remover 0 excesso de pneumacito tipo Il do epitélio
alveolar (GALEN e cols., 1999). Recentes estudos sugerem que a apoptose
neutrofilica estd reduzida na sepse (SAYEED E coOLS., 2004; JIA E coLS., 2004;
WESCHE E coLS., 2005; FIALKOW e cols., 2006) e na SDRA (MATUTE-BELLO e cols.,
2000; MAIANSKI e cols., 2004; FIALKOW E coLS., 2006). Nesse estudo, pdde-se
observar que desde o 1° dia apds inducao da LPA, a apoptose celular foi maior no
grupo LPA-CLP, ndo apenas no pulmao, como nas vilosidades do intestino e rim.
Isto se da provavelmente, devido ao aumento lesdo abdominal no modelo de CLP,
que também foi associado ao aumento de neutréfilos no peritbneo, mas nao no
sangue. Tais resultados foram corroborados por CHOPRA e cols. (2009) que
evidenciaram que o aumento da duracdo da sepse estimula a apoptose no tecido
pulmonar. J4 apés 7 dias da inducéo da lesédo, foi observado no grupo LPA-CLP,

maior perpetuacéo da lesdo nas vilosidades do intestino e no rim.



8 Limitacdes

O presente estudo apresenta varias limitacdes: 1) mesmo sabendo que o
modelo de LPA induzido por endotoxina seja frequentemente usado, ndo imita
totalmente a LPA em humanos. Ao se tentar utilizar bactérias para induzir LPA
com grau semelhante de lesdo pulmonar constatou-se grande variabilidade da
lesdo; 2) a mortalidade no grupo LPA-CLP foi maior ao se comparar com 0 grupo
LPA-LPS. Assim, ndo podemos excluir completamente que havia um tipo de viés
natural e uma populacéo involuntariamente selecionada com tolerancia a sepse; 3)
Embora tenha sido investigado o papel desses mediadores inflamatérios, nao
podemos excluir a possivel influéncia de outros mediadores nas células
endoteliais; 4) O estudo avaliou as citocinas apenas no BALF, mas os neutrofilos
foram avaliados no BALF, peritbneo e sangue; 5) Avaliou-se o remodelamento do
parénquima pulmonar até o 7° dia apos inducédo da LPA, portanto, ndo se sabe o
comportamento do remodelamento apés esses 7 dias; e 6) nossos resultados nédo
podem ser transferidos diretamente para a pratica clinica, necessitando de mais
estudos. Entretanto, o0s dados apresentados podem aprimorar NnoOSSso
conhecimento sobre a associacéo entre o processo inflamatorio e remodelamento

do parénquima pulmonar na LPA/SDRA.



9 Conclusao

Ambos os modelos de LPA extrapulmonar induzido por endotoxina ou por
cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco apresentaram respostas inflamatoérias e
de remodelamento similares na fase inicial da lesdo. Contudo, a LPA induzida por
CLP apresentou maior infiltracdo neutrofilica no peritbneo e sangue,
acompanhado por aumento no contetdo de fibras elasticas e colagenas. Logo, a
manutencado do processo inflamatério intraperitoneal promovem fibroelastogénese

em modelo experimental de lesdo pulmonar aguda.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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