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RESUMO
Introdugdo: A forma como pulmdes com enfisema respondem a uma agresséo
sistémica como a sepse nio é conhecida. E possivel que as alteracdes inflamatorias
e estruturais nos pulmfées com enfisema alterem a resposta dos mesmos a sepse
influenciando no desenvolvimento da sindrome do desconforto respiratorio agudo.
Objetivo: Comparar a lesdo pulmonar secundaria a sepse, induzida por
lipopolissacarideo (LPS) intraperitoneal, em ratos com e sem enfisema induzido pela
administracdo intratraqueal de elastase. Métodos: Vinte e quatro ratos Wistar
adultos foram randomizados para quatro grupos de seis animais: controle (C-C),
enfisema (E-C), controle com sepse (C-LPS) e enfisema com sepse (E-LPS). O
enfisema foi induzido pela injecéo intratraqueal de elastase pancreatica de porco (12
Ul/ animal). Apés trés semanas deste procedimento, a sepse foi induzida pela
injecdo intraperitoneal de LPS da Escherichia coli (10 mg/Kg). Vinte e quatro horas
apos a inducdo da sepse, os animais foram submetidos a ventilagdo mecanica por
10 minutos para posterior coleta da gasometria arterial. A seguir, foram eutanasiados
e as seguintes analises foram realizadas: lavado broncoalveolar (LBA),
permeabilidade pulmonar e histologia. Os resultados foram expressos em média +
desvio padrao ou mediana (intervalo interquartil), quando apropriado, e comparados
por ANOVA seguida do teste de Tukey, ou por Kruskal-Wallis seguido do teste de
Mann-Whitney. Resultados: O escore de lesdo pulmonar foi significativamente
maior nos grupos C-LPS [0,62 (0,19)] e E-LPS [0,59 (0,13)] em comparacdao com 0S
grupos C-C [0,11 (0,09)] e E-C [0,15 (0,05)] (p < 0,05). A contagem total de células
(C-LPS=2,37 + 0,74; E-LPS=5,37 + 0,13; C-C=0,73 + 0,36; E-C=3,09 + 7,53 x 10°) e
de neutrdfilos [C-LPS=1,39 (1,48); E-LPS=4,39 (1,95); C-C=0,07 (0,11); E-C=0,68
(0,61) x 10°] no LBA foi significativamente maior nos grupos C-LPS e E-LPS
comparado aos grupos C-C e E-C (p < 0,05). Animais do grupo E-LPS apresentaram
maior contagem de células totais e de neutrofilos no LBA em comparacdo com o
grupo C-LPS (p < 0,05). Na avaliacéo da razao albumina LBA/soro, o grupo E-LPS
apresentou aumento significativo quando comparado ao C-LPS [0,069 (1,243) vs.
0,007 (0,002), respectivamente, p < 0,05]. Nao foram observadas diferencas
significativas nas trocas gasosas entre 0s grupos. Conclusdes: A presenga de
enfisema foi acompanhada de maior inflamagao pulmonar em resposta a agressao
sistémica induzida pela injegao intraperitoneal de LPS, levando a uma maior lesao

da barreira alvéolo-capilar.
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ABSTRACT
Introduction: The response of lungs with emphysema to a systemic insult such as
sepsis is not known. Structural and inflammatory abnormalities in lungs caused by
emphysema might alter their response to sepsis and thus influence the incidence
and severity of acute respiratory distress syndrome. We therefore aimed to compare
the severity and extension of acute lung injury in response to intraperitoneal
lipopolysaccharide (LPS) injection in rats with and without emphysema induced by
elastase. Methods: Twenty four adult Wistar rats were randomized into 4 groups,
each of them with 6 animals: control (C-C), emphysema without sepsis (E-C), control
with sepsis (C-LPS) and emphysema with sepsis (E-LPS). Emphysema was induced
by intratracheal instillation of pancreatic porcine elastase (12 IU/animal). Three
weeks later, sepsis was induced by intraperitoneal Escherichia coli LPS injection (10
mg/kg). Twenty four hours after sepsis induction, animals underwent mechanical
ventilation for 10 minutes and then blood was sampled for gasometric analysis.
Thereafter, euthanasia and the following analysis were performed: BAL, lung
permeability and histology. Results were expressed as mean + standard deviation or
median (interquartile range), when appropriate, and compared using ANOVA
followed by Tukey test or Kruskal-Wallis followed by Mann-Whitney test. Results:
Significant increase in lung injury score was observed in the C-LPS [0.62 (0.19)] and
E-LPS [0.59 (0.13)] compared to the groups C-C [0.11 (0.09)] and E-C [0.15 (0.05)]
(p < 0.05). Total cell (C-LPS=2.37 + 0.74; E-LPS=5.37 + 0.13; C-C=0.73 £ 0.36; E-
C=3.09 + 7.53 x 10°) and neutrophil counts [C-LPS=1.39 (1.48); E-LPS=4.39 (1.95):
C-C=0.065 (0.11); E-C=0.68 (0.61) x 10°] in the BAL were significantly higher in the
groups that received LPS (p < 0.05). Significantly higher total cell and neutrophil
counts in the BAL were also observed in the E-LPS group compared to C-LPS (p <
0.05). The group E-LPS showed a significant increase in the BAL/serum albumin
ratio compared to C-LPS [0.069 (1.243) vs. 0.007 (0.002), respectively] (p < 0.05).
There were no significant differences in the gas exchange levels among the groups.
Conclusions: The presence of emphysema increases the inflammatory response in
the lungs to a systemic stimulus, represented in this model by the intraperitoneal

injection of LPS.

Keywords: pulmonary emphysema, sepsis, acute lung injury, acute respiratory

distress syndrome, pancreatic elastase, lipopolysaccharides.
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1 INTRODUCAO

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) € um importante problema de
salde em razdo de sua alta prevaléncia, morbidade e mortalidade (LANDIS et al.,
2014). ProjecbBes apontam para um aumento de sua prevaléncia podendo ser, em
2030, a terceira causa de morte no mundo (MATHERS; LONCAR, 2006).

Dois componentes contribuem, de forma variavel entre os individuos, para
limitacdo ao fluxo aéreo na DPOC: o enfisema e a bronquite cronica. Este ultimo
caracteriza-se pelo acometimento das vias aéreas onde ha inflamacao, fibrose,
deposicdo de muco e aumento da resisténcia ao fluxo aéreo (GOLD, 2015; KIM;
CRINER, 2013). Sua presenca tem sido associada a maior predisposicdo para a
ocorréncia de exacerbacbes. (BURGEL et al.,, 2009; MIRAVITLLES, 2011,
PRESCOTT,; LANGE; VESTBO, 1995). Tais eventos fazem parte do curso natural da
doenca em alguns pacientes, manifestam-se como piora aguda dos sintomas
respiratérios e sao a expressao de inflamacdo aumentada no pulméo, na maioria das
vezes apos uma agressao infeciosa (SETHI, 2000a, 2000b). J& o enfisema, outro
importante componente da DPOC, é definido como a “presenca do aumento
permanente do espaco aéreo distal ao bronquiolo terminal acompanhado pela
destruicdo de suas paredes e sem sinal 6bvio de fibrose” (SNIDER et. al., 1985).
Individuos com o predominio de enfisema parecem experimentar menos
exacerbacbes e, talvez por isso, a resposta de pulmdes com enfisema frente a
agressoes inflamatdrias vem sendo pouco estudada, menos ainda quando essas
agressoes sao sistémicas, extrapulmonares (FUJIMOTO et al., 2006; HAN et al.,

2009).
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A sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) em resposta a uma
infeccdo € denominada sepse (AMERICAN COLLEGE OF CHEST
PHYSICIANS,1992). Essa € também uma condi¢cdo muito frequente e que, em suas
formas mais graves, apresenta elevada mortalidade (ANGUS et al., 2001; MARTIN
et al., 2003; SILVA et al., 2004; ZANON et al., 2008). Nos pulmdes, esta inflamacéao
sistémica pode lesar a membrana alvéolo-capilar e resultar em edema pulmonar com
insuficiéncia respiratéria aguda hipoxémica grave, configurando a sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA) (WARE; MATTHAY, 2000).

A inflamacédo é um ponto comum entre a SDRA e o enfisema. A resposta
anormal a exposicdo a fumaca do cigarro ativa o sistema imune levando a
inflamacé&o cronica nas vias aéreas e alvéolos, o que, aliado ao reparo ineficiente,
resulta na destruicdo alveolar que caracteriza o enfisema (HOGG, 2004; HOGG et
al., 1994). Na SDRA, uma variedade de insultos pode atingir os pulm&es a partir do
endotélio vascular ou do epitélio alveolar e levar a inflamacdo com quebra da
integridade da membrana alvéolo-capilar, fator central na sua fisiopatologia (WARE;
MATTHAY, 2000).

E possivel que as alteracBes estruturais e imunoldgicas promovidas pelo
enfisema nos pulmdes modifiquem a resposta dos mesmos a sepse e, desta forma,
influenciem no desenvolvimento de SDRA. Embora haja evidéncias de que
individuos com enfisema tenham mais células e mediadores inflamatdérios, tanto no
pulmdo quanto de forma sistémica, estudos tém apontado também para falhas no
sistema imune e, portanto, prejuizo para montar um processo inflamatério com a
funcdo de defesa nesses pacientes (BAINES; SIMPSON; GIBSON; 2011;
FINKELSTEIN et al., 1995; RETAMALES et al., 2001; WOUTERS; CREUTZBERG,;

SCHOLS, 2002). Entre essas falhas podemos citar alteragcbes nas funcbes de
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macrofagos alveolares, neutrofilos e linfocitos T circulantes (BERENSON et al.,
2006; HODGE, S. et al., 2003a, 2003b; PRIETO et al., 2001; TAYLOR et al., 2010).
Modelos animais de lesdo pulmonar aguda (LPA) e de enfisema tém sido
utilizados para melhor compreensao dessas condicdes e podem ser Uteis em revelar
a interacdo entre elas. Alguns estudos experimentais avaliaram a relacdo entre
enfisema e infec¢cdo pulmonar. Embora com algumas divergéncias, em sua maioria
eles mostraram maior inflamacdo no pulmé&o, em resposta a infeccdo, nos animais
com enfisema (INOUE et al.,, 2003; GANESAN et al., 2012; PANG et al., 2008;
SAJJAN et al., 2009; TOKAIRIN et al., 2008; WANG; WANG; LIU, 2010). Entretanto,
nenhum estudo em humanos ou animais avaliou a resposta dos pulmdes com
enfisema a um insulto sistémico, quando a primeira estrutura a recebé-lo é o
endotélio vascular da barreira alvéolo-capilar, tal como ocorre na sepse. Portanto a
relacdo entre enfisema e a LPA em resposta a sepse ndo é conhecida, o que

motivou a conducédo deste estudo.
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1 2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA / ENFISEMA:

EPIDEMIOLOGIA, DEFINICAO, FISIOPATOLOGIA E APRESENTACAO CLINICA

A DPOC, que tem como um dos seus componentes o enfisema, € um
importante problema de salude em razdo de sua alta prevaléncia, morbidade e
mortalidade (LANDIS et al., 2014). Em 2011, sua prevaléncia foi estimada em 12,7
milhdes de individuos nos Estados Unidos da América (EUA) (AMERICAN LUNG
ASSOCIATION, 2011). O projeto Platino, que teve como objetivo investigar a
prevaléncia da DPOC em individuos com mais de 40 anos em cinco grandes cidades
da América Latina, utilizando para identificacdo dos casos uma ferramenta objetiva,
a espirometria, encontrou valores entre 7,8%, na Cidade do México, e 19,7%, em
Montevidéu. Na cidade de S&o Paulo, a prevaléncia foi de 15,8% (MENEZES et al.,
2005). A exposicao continuada ao tabaco e o envelhecimento da populagdo tém
criado expectativa de aumento da prevaléncia e do impacto da DPOC na populacao
mundial nos préximos anos. Uma projecao feita para o ano de 2030 apontou que a
DPOC passaria da quinta para a quarta causa de morte no mundo (MATHERS;
LONCAR, 2006). Entretanto, em 2010, esta condic&o ja ocupava a terceira posicao
dentre as causas de morte nos EUA (NATIONAL VITAL STATISTICS REPORT,
2013). No Brasil, segundo dados do DATASUS, em 2012, a DPOC foi responsavel
por mais de 40.000 mortes.

Segundo o Global initiative for chronic obstructive lung disease, (GOLD)
(2015), a DPOC ¢é uma “doengca comum, prevenivel e tratavel, caracterizada por

limitacdo persistente ao fluxo aéreo, que € usualmente progressiva e associada a
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inflamac&o cronica aumentada nas vias aéreas e pulmdes em resposta as particulas
nocivas ou gases’.

Conforme descrito em sua definicdo, a DPOC cursa com alteracdes nas vias
aéreas e no parénquima pulmonar. Inflamacédo, fibrose e deposicdo de muco
ocorrem nas vias aéreas e caracterizam a bronquite crénica (GOLD, 2015; KIM;
CRINER, 2013). No parénquima pulmonar, a destruicdo alveolar que resulta na
perda do recolhimento elastico caracteriza o enfisema. Este € um importante
componente da DPOC e é mais precisamente definido como a “presenga do
aumento permanente do espaco aéreo distal ao bronquiolo terminal acompanhado
pela destruicdo de suas paredes e sem sinal 6bvio de fibrose” (SNIDER et. al.,
1985).

O tabagismo é o principal fator de risco para a DPOC, mas a exposi¢cdo a
outros agentes, tais como fumaca de fogdo a lenha e poluentes da industria,
também estdo associados ao seu desenvolvimento (ANTHONISEN; CONNETT;
MURRAY, 2002; SMITH; MEHTA, 2003). A fisiopatologia do enfisema reside na
resposta anormal a exposicao a esses agentes, que resulta na inflamacao crénica e
destruicdo dos alvéolos (HOGG et al., 1994). Fletcher e Peto (1977) demonstraram
que apenas 15% a 20% dos tabagistas apresentam queda acelerada da funcao
pulmonar. A presenca de inflamacdo mais exagerada no parénquima pulmonar
nesses individuos pode explicar a suscetibilidade para o desenvolvimento do
enfisema (RETAMALES et al., 2001).

A exposicao crénica a fumaca do cigarro ou a outros poluentes é responsavel
por deflagrar a resposta inflamatéria pela ativacdo dos sistemas imune inato e
adaptativo (HOGG, 2004). Este estado inflamatorio aumentado parece persistir

mesmo apos a cessacdo do tabagismo (LAPPERRE et al., 2006; RUTGERS et al.,
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2000). A quebra da barreira entre o tecido pulmonar e o espaco aéreo, causada pelo
tabagismo, da inicio a resposta inata (JONES et al., 1980). Nesta fase, células como
neutrofilos, macrofagos, mastocitos, eosinéfilos e células natural killer, sao
recrutadas para o alvéolo (HODGE, G. et al., 2013; SAETTA et al., 1993). Particulas
nocivas, depositadas no epitélio alveolar, ao serem reconhecidas, fagocitadas e
destruidas pelos macrofagos alveolares, promovem a ativacdo dessas células.
Essas, uma vez ativadas, produzem citocinas e quimiocinas responsaveis por
estimular e atrair as demais células, amplificando o processo inflamatério (BARNES,
2004). Quando as particulas nocivas funcionam como antigenos e sdo apresentadas
por células dendriticas aos linfocitos T e B, tem inicio a resposta imune adaptativa
(LIU, 2001). A partir dai, as participacdes de linfocitos T CD4 e T CD8 e de fatores
humorais, como anticorpos IgM e IgG, tornam o processo de fagocitose e destruicdo
celular mais nocivo (MAJO; GHEZZO; COSIO, 2001).

Diversas citocinas e quimiocinas sdo secretadas pelo epitélio e por células
inflamatérias e participam da regulacdo e perpetuacdo da inflamacdo (CHUNG,
2001). Niveis elevados de IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a tém sido observados no escarro
de pacientes com DPOC (KEATINGS et al., 1996). Dentre as mais estudadas na
fisiopatologia do enfisema estdo a IL-18 e o TNF-a. Essas sédo responsaveis por
iniciar e controlar a resposta inata e ainda tém efeito estimulante sobre linfocitos B e
T durante a resposta adaptativa. O TNF-a estimula ainda a produgéo da IL-8, um
importante quimiotatico e ativador de neutréfilos (LE; VILCEK, 1987).

O estresse oxidativo tem papel importante na patogénese do enfisema
pulmonar, sendo responsavel por lesdo tecidual e por amplificacdo da inflamacao. A
fumaca do cigarro contém inUmeras espécies reativas de oxigénio, como o radical

superéxido (O2) e o oOxido nitrico (NO), que se somam aquelas produzidas por
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macrofagos e neutrdfilos ativados (CHURCH; PRYOR, 1985). Embora o epitélio
pulmonar seja uma fonte importante de antioxidantes, parecer haver, nos individuos
com enfisema, um desequilibrio com predominio dos agentes oxidantes (BOWLER,;
BARNES; CRAPO, 2004).

A hipotese de que o predominio de agentes proteoliticos sobre seus inibidores
exerca papel central na génese do enfisema baseia-se na observacdo do seu
desenvolvimento em individuos com deficiéncia de alfa-1 antitripsina, um inibidor da
elastase de neutrofilos (EN), e em animais que receberam enzimas elastoliticas
(ERIKSSON, 1965; GROSS et al.,, 1965). Sabe-se também que a expressdo de
enzimas como EN e uma variedade de metaloproteinases (MMP) esta associada ao
desenvolvimento do enfisema em humanos (BETSUYAKU et al, 2000.; LIM et al.,
2000). O papel destas enzimas também tem sido demonstrado em estudos
experimentais com animais (SHAPIRO et al., 2003; WERT et al., 2000; ZHENG et
al., 2000). Neutrofilos e macrofagos ativados s@o os responsaveis pela liberacdo das
enzimas proteoliticas, como as MMPs, a EN, a proteinase 3 e as catepsinas
(FINLAY et al., 1997; OHBAYASHI, 2002; RAO et al., 1991). Elas tém a funcéo de
facilitar a passagem dessas células através dos tecidos, porém, quando secretadas
em excesso, acabam por lesar os mesmos. A protedlise que ocorre sobre o0s
componentes da matriz extracelular, cuja funcdo € a sustentacdo das estruturas
alveolares, resulta na ruptura e destruicdo dos alvéolos que caracterizam o enfisema
(OWEN, 2008).

A DPOC é uma condicdo heterogénea em que a bronquite cronica e o
enfisema contribuem de forma variavel entre os individuos para a limitagdo ao fluxo
aéreo, este por perda do recolhimento elastico e aquela por obstrucdo das vias

aéreas. A heterogeneidade também existe na forma como a doenca se manifesta
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clinicamente e progride, permitindo agrupar os pacientes em diferentes fenotipos
(HAN et al., 2010; MIRAVITLLES; CALLE; SOLER-CATALUNA, 2012). De especial
interesse € o fendtipo “exacerbador’, uma vez que esse evento representa alta
morbidade, traz risco de morte e é responsavel por significativa parcela dos gastos
com a doenca (RUTTEN-VAN MOLKEN et al., 1999; SEEMUNGAL et al., 1998). O
estudo ECLIPSE, que acompanhou longitudinalmente mais de 2000 pacientes com
DPOC, encontrou um padrdo de exacerbacdo que permanece estavel ao longo do
tempo e que é independente do volume expiratério forcado no primeiro segundo
(VEF1): um grupo de pacientes apresenta exacerbacfes frequentes e outro nao
exacerba (HURST et al.,, 2010). Identificar os fatores que tornam o individuo
suscetivel, assim como tracar estratégias terapéuticas especificas para esse grupo
pode trazer impacto na histéria natural da doenca. A histéria prévia de exacerbacéo
foi o principal fator de risco para ocorréncia desse evento encontrado na coorte do
ECPLISE e em outros estudos (HURST et al, 2010; MAKE et al.,, 2015;
SEEMUNGAL et al., 1998).

A diferente parcela de contribuicdo da bronquite crénica e do enfisema em
cada individuo também pode estar relacionada a predisposicdo para exacerbacdo. A
presenca de tosse e a producdo aumentada de secrec¢ao respiratéria, manifestaces
da bronquite crbnica, tém sido fatores de risco independentes para a ocorréncia de
exacerbacdes (BURGEL et al., 2009; MIRAVITLLES, 2011; PRESCOTT,; LANGE;
VESTBO, 1995). Alguns destes pacientes apresentam colonizacdo cronica das vias
aéreas por bactérias que servem como gatilho para as exacerbacées (MURPHY et
al., 2004; SETHI et al., 2002; SETHI, 2000a, 2000b). Postula-se que o estado

inflamatorio alterado, em razdo da doenca, leve a falha dos mecanismos de
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eliminacdo de microorganismos e permita a perpetuacédo da colonizacao bacteriana
no pulmao.

Ja entre os pacientes com predominio de enfisema, as alteracdes mais
importantes sdo a perda do recolhimento elastico do tecido pulmonar, o que resulta
em aprisionamento aéreo e hiperinsuflacdo, com o quadro clinico marcado
principalmente por dispneia e intolerancia ao exercicio (BALDI et al.,, 2001,
GUGGER et al., 1991). Ao contrario dos pacientes com bronquite cronica, esses nao
tendem a apresentar exacerbacdes frequentes (FUJIMOTO et al., 2006; HAN et al.,
2009).

A evidéncia de que um grupo de individuos com DPOC é suscetivel a
infeccbes repetidas das vias aéreas tem motivado a realizacdo de estudos para
melhor compreensdo de como pulmbes com enfisema reagem as agressdes
inaladas, como, por exemplo, virus, bactérias e poluentes. Portanto, ha certo
conhecimento sobre como o epitélio alveolar responde ao que € inalado. Entretanto,
pouco € conhecido sobre a relacdo entre DPOC, sobretudo no espectro do
enfisema, e agressdes sistémicas como, por exemplo, os mediadores inflamatérios
da sepse. E possivel que as alteragdes estruturais e imunologicas promovidas pelo
enfisema nos pulmfes alterem a resposta dos mesmos a sepse e desta forma

influencie no desenvolvimento de SDRA nestes pacientes.

2.2 MODELOS ANIMAIS DE ENFISEMA

Modelos animais de enfisema tém sido Uteis para a melhor compreenséo dos

mecanismos implicados na patogénese da DPOC, assim como para O
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desenvolvimento de novas terapias. Esses modelos podem também ser usados para
avaliar a interacao entre o enfisema e outras agressoes.

Os modelos que se baseiam no desequilibrio entre protedlise e anti-protedlise
tém sido amplamente utilizados. Esses envolvem a instilagéo na via aérea do animal
de um agente com potencial proteolitico, como a papaina, a EN ou a elastase
pancreatica de porco (EPP) (MACHADO et al., 2014; STONE et al., 1990;
YOKOYAMA et al., 1987).

Em ratos, uma unica instilacdo de EPP leva ao desenvolvimento de enfisema
panlobular (DAMON; MAUDERLY; JONES, 1982; YOKOYAMA et al., 1987). Quando
doses repetidas de elastase sdo administradas, os animais exibem, além do
enfisema, repercussoes sistémicas como perda de peso, intolerancia ao exercicio e
alteracdes cardiovasculares, como a hipertensédo pulmonar (ANTUNES et al., 2014;
LUCAS, 2015; LUTHJE et al., 2009). Entretanto uma dose da enzima € suficiente
para induzir as alteracdes pulmonares.

A elastase, além de ter suas propriedades proteoliticas, é capaz de deflagrar
um processo inflamatério no alvéolo, logo ap6s a sua instilacdo, que caracteriza a
fase aguda da lesédo. Vecchiola et al. (2011) estudaram a fase aguda da lesé&o
induzida pela elastase em ratos e encontraram um processo inflamatério
caracterizado por quebra da barreira alvéolo-capilar, recrutamento de células no
espaco alveolar e aumento de citocinas. Na analise histolégica, encontraram
caracteristicas de dano alveolar difuso (DAD), como infiltrado de polimorfonucleares
e deposicdo de membrana hialina. Van de Lest et al. (1995) encontraram achados
semelhantes. Ambos estudos mostraram a regressao dessa fase entre trés e sete
dias apOs a administracdo da elastase, comprovando que, tardiamente, o desfecho

se caracteriza por destruicdo das paredes alveolares, aumento do espaco aéreo e
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perda da arquitetura pulmonar normal, aspectos que definem o enfisema
(MAHADEVA; SHAPIRO, 2002).

A matriz extracelular tem a funcéo de sustentacdo das estruturas alveolares e
determina as propriedades mecanicas do pulmdo. Elastina, colageno e
proteoglicanas sédo seus principais componentes (DUNSMORE; RANNELS, 1996;
FERNANDES; BONACCI; STEWART, 2006). A elastase atua ndo somente sobre a
elastina, mas sobre os diversos componentes dessa matriz, promovendo um
processo de degradacdo e reparo que culmina no enfisema. Minutos apos a
exposicdo a elastase jA se inicia a protedlise. Van de Lest et al. (1995)
demonstraram a destruicdo de proteoglicanas da matriz extracelular entre trés horas
e sete dias apOs a exposicdo a elastase. A reducdo do conteudo de elastina no
parénquima pulmonar foi demonstrada desde 15 minutos até 16 dias apos a
instilacdo da elastase (MORRIS et al., 1981, 1986). Contrapondo-se a protedlise, um
processo de reparo logo tem inicio e, no quarto dia apds a elastase, ja se veem
pequenos agrupamentos de microfibilas de elastina (MORRIS et al., 1981). Lucey et
al. (1998) encontraram, nos primeiros dias apds a exposi¢cao, expressao aumentada
de mRNA da elastina e colageno tipo | que se concentravam na pleura, parede de
grandes vasos e grandes vias aéreas. Entretanto, nos espacos alveolares a
expressao foi muito discreta ou ausente. Esses achados fortalecem a hipotese de
gue o reparo ineficiente resulta em enfisema.

Uma limitagcdo importante do modelo de enfisema induzido por elastase é que
ele ndo é capaz de mimetizar a DPOC como um todo. Embora a metaplasia de
células globosas nas vias aéreas, apos a administracdo de EPP ja tenha sido
demonstrada, outros aspectos relevantes da bronquite crénica ndo sdo observados

(CHRISTENSEN et al., 1977). Reflexo disto é a falha em se encontrar aumento da
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resisténcia das vias aéreas neste modelo, ficando evidentes apenas as
anormalidades geradas pela destruicdo do parénquima pulmonar, tais como o
aumento da complacéncia e dos volumes pulmonares (BELLOFIORE et al., 1989;
HAMAKAWA et al., 2011; HANTOS et al., 2008; YOKOYAMA et al., 1987). Portanto,
este modelo reflete 0 que seria, em humanos, o fendtipo enfisematoso, no qual a
participacdo da bronquite crénica € pequena ou nula (MIRAVITLLES; CALLE;

SOLER-CATALUNA, 2012).

2.3 A SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO COMO

CONSEQUENCIA PULMONAR DA SEPSE

A ocorréncia da SIRS em resposta a infeccdo define a sepse. Seus critérios
foram inicialmente estabelecidos em 1992 e incluiam aumento da temperatura, das
frequéncias cardiaca e respiratéria e alteracdo na contagem de leucdcitos
(AMERICAN COLLEGE OF CHEST PHYSICIANS, 1992). Em 2001, um novo
consenso promovido por diversas entidades acrescentou a necessidade de um foco
infeccioso definido e tornou mais amplos os critérios incluindo outros sinais de
disfuncéo organica (LEVY et al., 2003).

A sepse é uma entidade muito frequente e traz alta mortalidade. Nos EUA é a
principal causa de morte entre pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI)
(ANGUS et al., 2001). Um estudo que avaliou a epidemiologia da sepse entre 0s
anos de 1979 e 2000 nos EUA mostrou aumento significativo de sua incidéncia e,
apesar da reducéo de sua letalidade, houve aumento do nimero absoluto de mortes

(MARTIN et al., 2003). Em 2002, Silva et al. (2004) seguiram mais de 1000
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pacientes admitidos em UTIs no Brasil com o objetivo de estudar a epidemiologia da
sepse no pais. Foi encontrada uma incidéncia de sepse de 61,4% e uma
mortalidade por sepse grave de 52,2%. Ja em 2006, Zanon et al. (2008)
encontraram mortalidade de 10,1% para sepse, 22,6% para sepse grave e 64,8%
para choque séptico entre pacientes admitidos em cinco UTIs brasileiras.

O processo inflamatorio, inicialmente voltado para conter o foco infeccioso,
guando excessivo, toma proporcdes sistémicas e representa o componente central
na fisiopatologia da sepse. O reconhecimento de antigenos do agente infecioso por
receptores especificos na superficie de macréfagos, tais como TLR 2 e TLR 4, da
inicio a uma via de sinalizacdo que culmina com o lancamento de citocinas que
orquestram a inflamacédo (REMICK, 2007). As alteracdes sistémicas ocorrem em um
crescente de gravidade, passando pela sepse grave, em que ha disfuncdo de
orgaos, até o choque séptico, em que j4 ha a faléncia circulatéria (LEVY et al.,
2003).

Nos pulmdes, a inflamacdo sistémica resultante da sepse pode lesar a
membrana alvéolo-capilar e resultar em edema pulmonar com insuficiéncia
respiratéria aguda hipoxémica grave, configurando a SDRA (WARE; MATTHAY,
2000). Autores que se basearam nos critérios de SDRA do Consenso Americano-
Europeu mostraram uma incidéncia desta condicao, na ultima década, de 5 a 7,2
novos casos por 100.000 habitantes por ano na Europa e de 33,8 por 100.000
habitantes por ano nos EUA (LI et al., 2011; LINKO et al., 2009; SIGURDSSON et
al., 2013; VILLAR et al., 2011). Um estudo que avaliou a incidéncia e os desfechos
da SDRA no Brasil, utilizando-se dos critérios do mesmo consenso e também a
definicdo de Berlim, encontrou uma incidéncia de LPA de 3,8 e de SDRA de 6,3 por

100.000 habitantes por ano (CASER et al., 2014). A mortalidade por SDRA ainda
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permanece alta e estudos mais recentes a descrevem como algo em torno de 40% a
50% (CASER et al., 2014; PHUA et al., 2009; VILLAR et al., 2011).

A SDRA pode ocorrer em resposta a um insulto local, como, por exemplo,
pneumonia, contusdo, aspiracdo, ou sistémico, como sepse, pancreatite aguda,
trauma e multiplas transfus6es. De acordo com a origem do insulto, a SDRA tem
sido classificada em pulmonar ou extrapulmonar, sendo a sepse a principal causa
dentre todas elas (PEPE et al., 1982). Independentemente da agressao inicial, que
pode ser ao epitélio alveolar nas causas pulmonares, ou ao endotélio nas
extrapulmonares, o processo inflamatorio resulta em perda da integridade da
membrana alvéolo-capilar, com consequente aumento da sua permeabilidade
(WARE; MATTHAY, 2000). A fisiopatologia da SDRA pode ser dividida em trés
etapas evolutivas. A primeira delas é a exsudativa e predomina na primeira semana
apos a agressado (KATZENSTEIN; BLOOR; LEIBOW, 1976; THILLE et al., 2013).
Nesta fase, em funcdo do aumento da permeabilidade capilar, o alvéolo é inundado
por um fluido rico em proteinas que se depositam em conjunto com restos celulares
formando membranas hialinas (PUGIN et al., 1999). O edema pulmonar contribui
ainda para a perda da acdo do surfactante aumentando o colapso alveolar
(GREENE et al., 1999). Formam-se entdo extensas areas de pulmédo colapsado
onde ocorre o shunt, responséavel pela hipoxemia. Clinicamente a SDRA manifesta-
se por insuficiéncia respiratoria aguda hipoxémica e o DAD é o achado histolégico
desta primeira fase (WARE; MATTHAY, 2000). A segunda etapa, denominada
fibroproliferativa, ocorre durante a segunda e terceira semanas e € marcada por
reparacao, com intensa proliferacao celular, especialmente de pneumdcitos tipo 2 e

fibroblastos. Na terceira fase pode haver resolucdo da lesdo ou progressédo para
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remodelamento com fibrose (KATZENSTEIN; BLOOR; LEIBOW, 1976; THILLE et
al., 2013).

Os critérios de SDRA, definidos em 1994 pelo Consenso Americano-Europeu,
foram recentemente revisados, estabelecendo-se os critérios de Berlim (BERNARD
et al., 1994; RANIERI et al., 2012). Os ultimos incluem a instalacdo aguda, em
menos de sete dias, de hipoxemia definida como uma PaO, menor que 300 cmH-0,
aferida com uma PEEP maior ou igual 5 cmH,0O, presenca de opacidades alveolares
bilaterais na imagem do térax e a ndo completa explicacdo deste quadro por
insuficiéncia cardiaca esquerda ou sobrecarga de volume. De acordo com a PaO,, a
SDRA pode ser graduada em diferentes niveis de gravidade: leve, com PaO, entre
300 e 200 cmH,0; moderada, com PaO;, entre 200 e 100 cmH,0; e grave, com

PaO, menor que 100 cmH,O (RANIERI et al., 2012).

2.4 MODELOS ANIMAIS DE LPA

Modelos animais também tém sido empregados para o estudo da
fisiopatologia da LPA e na busca de novas terapias e estratégias ventilatorias para a
SDRA. Entretanto, nenhum deles é capaz de apresentar todas as caracteristicas da
SDRA em humanos. Animais e humanos diferem quanto a anatomia, fisiologia e
também quanto ao contexto em que ocorre a LPA. Roedores tém a parede alveolar
e a barreira alvéolo-capilar menos espessas que humanos e suas vias aéreas
apresentam menos ramificacbes até o bronquiolo terminal (HOFMANN;
KOBLINGER; MARTONEN, 1989). Ratos possuem menos neutrofilos e esses

produzem menos espécies reativas de oxigénio (JOHNSON et al, 1999). A
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imunologia também difere entre roedores e humanos (MESTAS; HUGHES, 2004).
Enquanto os animais utilizados nos experimentos séo jovens e saudaveis, humanos
geralmente desenvolvem a LPA com idade mais avancada e em um contexto de
terapia intensiva em que, além das comorbidades, ha diversos fatores que
contribuem para leséo pulmonar.

Enquanto em humanos os critérios para diagnostico de SDRA estdo bem
definidos, em modelos animais ndo havia consenso quanto a sua caracterizacao.
Um comité organizado pela American Thoracic Society (ATS), recomendou que pelo
menos trés dos seguintes achados estejam presentes em um modelo animal para
gue seja definido o quadro de LPA: evidéncia histolégica de lesdo tecidual, alteracéo
na barreira alvéolo-capilar, presenca de resposta inflamatéria e evidéncia de

disfuncéo fisiolégica (MATUTE-BELLO et al., 2011).

2.4.1 MODELO ANIMAL DE LPA POR LPS INTRAPERITONEAL

Uma vez que a sepse é a principal causa de LPA, a administracdo de
lipopolissacaride (LPS) tem sido empregada para causar sepse e,
consequentemente, lesdo pulmonar em diversas espécies. O LPS, ou endotoxina, é
uma glicoproteina presente na membrana celular externa de bactérias gram-
negativas que possui propriedades altamente pro-inflamatorias, funcionando como
um potente ativador do sistema imune (RAETZ et al., 1991). No soro, a endotoxina
liga-se a proteina ligadora de LPS (TOBIAS; SOLDAU; ULEVITCH, 1986) e o
complexo formado é reconhecido pelo receptor de membrana CD14, presente na

superficie de células como as mononucleares, células mesoteliais no periténio e
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células endoteliais da membrana alvéolo-capilar (BANNERMAN; GOLDBLUM, 2003;
KATO et al., 2004; WRIGHT et al., 1990). O receptor transmembrana TLR4 é
responsavel pela transducdo de sinal para o interior da célula (TAPPING et al.,
2000). Uma cascata de sinalizac&o ocorre no citoplasma, culminando com a ativacao
do fator de transcricdo NFx-B. Este age no nucleo celular, onde promove a
expressao génica que resulta no aumento da producdo de citocinas, na expressao
moléculas de adesédo e de fatores teciduais e em apoptose. Ainda por mecanismos
desconhecidos, o LPS via TLR4 é capaz de ativar as caspases, enzimas
proteoliticas que exercem papel central na morte celular programada
(BANNERMAN; GOLDBLUM, 2003).

Quando administrada em animais por via intratraqueal, endovenosa ou
intraperitoneal, a endotoxina reproduz a lesdo a membrana alvéolo-capilar, com
aspectos semelhantes a SDRA em humanos (BECK-SCHIMMER et al., 2005; KABIR
et al., 2002; LIU; HSU; CHEN, 2007). A sensibilidade a endotoxina € muito variavel
entre as espécies. Roedores, por exemplo, possuem baixa sensibilidade e
necessitam de doses mais altas de LPS para deflagrarem a inflamagéo (WINKLER,
1989). A endotoxina é de facil administracdo e o modelo é bastante reprodutivel
(MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008).

Quando o LPS é administrado por via intraperitoneal, sdo deflagradas
peritonite e sepse e mediadores inflamatérios a partir deste foco atingem os pulmdes
levando ao desenvolvimento de LPA de origem extrapulmonar. Estudos em animais
demonstraram que parte da endotoxina é reabsorvida e aparece no compartimento
intravascular em poucas horas (HIRANO, 1996). Copeland et al. (2005) compararam
as vias intraperitoneal e endovenosa em camundongos utilizando imunoglobulina e,

embora tenham encontrado maior concentracdo sérica desta molécula quando
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administrada por via endovenosa, quantidade significativa também foi recuperada no
soro apds sua injecdo intraperitoneal. O LPS parece entdo agir localmente, onde
interage com receptores TLR4 na membrana de células mesenquimais do peritonio,
dando inicio a via de sinalizacdo que culminara com o lancamento de citocinas
inflamatorias na circulacdo e também a distancia, podendo chegar aos pulmdes,
onde inicialmente tera contato com o endotélio vascular da barreira alvéolo-capilar.

O modelo animal de LPA por LPS intraperitoneal caracteriza-se por lesao
pulmonar leve e transitoria. Rojas et al. (2005) e Kabir et al. (2002) buscaram
caracterizar este modelo e encontraram a rapida instalacdo de sepse e LPA, poucas
horas apdés uma Unica administracdo de endotoxina, com normalizacdo dos
parametros avaliados ap0s passadas 48 horas. O estado inflamatério é
caracterizado pelo aumento de diversas citocinas, como IL-1a, IL-183, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-a, IFN-y, e MCP-1, tanto na circulacdo sistémica
quanto nos pulmdes. Essas comecam a se elevar em duas a seis horas apds o
estimulo e em 24 horas quase todas ja retornaram aos seus niveis basais. No lavado
broncoalveolar, foi descrito um aumento tardio, em 96 horas, do numero de
macrofagos e ndo foi encontrado aumento de neutréfilos até 24 horas apos
administragéo do LPS (BLACKWELL et al., 1999; STEINMULLER et al., 2006).

Copeland et al. (2005) compararam a resposta inflamatéria sistémica em
camundongos e humanos que receberam LPS por via intraperitoneal e endovenosa
respectivamente. Embora maiores concentracbes de endotoxina tenham sido
necessarias para induzir a sepse em camundongos, as duas espécies
demonstraram o mesmo padrédo de inducdo de citocinas e celularidade no sangue.
Em conformidade com os demais estudos em animais, a elevacdo das citocinas e

células foi rapida e transitéria.
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As alteracdes histologicas pulmonares no modelo de LPA induzido por LPS
intraperitoneal caracterizam-se por congestdo vascular, infiltrado neutrofilico e
espessamento do septo alveolar. Estes achados atingem um pico em 24 horas.
Embora He et al. (2009) tenham encontrado sinais 6bvios de inflamacao no tecido
pulmonar 72 horas apos a injecdo de LPS, os demais estudos mostraram que apos
48 horas restam apenas alteracdes residuais. Diferentemente da LPA em humanos,
a formacdo de membrana hialina ndo € comum e os neutrofilos aparecem muito
pouco no espaco alveolar, ficando quase restritos ao septo alveolar (ROJAS et al.,
2005). Rojas et al. (2005) obtiveram variaveis da funcdo pulmonar a partir da
pletismografia de corpo inteiro. Em concordancia com o padrdo demonstrado para as
citocinas, houve um pico de alteracdo na resisténcia das vias aéreas, frequéncia
respiratdria e volume minuto quatro horas apds a administracdo do LPS com
normalizacdo em 48 horas.

Em relacdo a capacidade do modelo em gerar edema pulmonar, Steinmuller
et al. (2006) ndo encontraram aumento da permeabilidade alvéolo-capilar avaliada a
partir da injecdo endovenosa de albumina marcada e sua posterior deteccdo no
lavado broncoalveolar (LBA) e no sangue. Estudos que utilizaram a relacédo entre
peso umido e peso seco de um lobo pulmonar, encontraram a presenca de edema
coincidindo com as altera¢des inflamatorias, com pico em seis horas e retorno ao
basal em 48 horas (KABIR et al., 2002; ROJAS et al., 2005). A auséncia de
inundacao dos alvéolos nos cortes histolégicos sugere que o edema esteja restrito

ao intersticio.

2.5 DPOC / ENFISEMA E ALTERACOES INFLAMATORIAS
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A inflamacéo, a partir da ativacdo dos sistemas imunes inato e adaptativo,
estd na génese do enfisema. O encontro de numero aumentado de células
inflamatorias no pulméo e no escarro de pacientes com enfisema leva a ideia de que
esse estado inflamatério seja persistente (BAINES; SIMPSON; GIBSON, 2011;
FINKELSTEIN et al., 1995; RETAMALES et al., 2001). Além disso, a elevacao dos
niveis seéricos de marcadores inflamatérios nesses individuos sugere que a
inflamacdo ndo estad restrita ao compartimento pulmonar (AGUSTI et al., 2012;
BAINES; SIMPSON; GIBSON, 2011; KARADAG et al., 2008; WOUTERS;
CREUTZBERG; SCHOLS, 2002). Alguns estudos correlacionaram achados
histolégicos ou radioldgicos de enfisema com o aumento de células inflamatérias no
tecido pulmonar. Retamales et al. (2001) compararam a presenca de células
inflamatorias nos cortes histolégicos de pulméao de individuos tabagistas com e sem
enfisema, detectado por TC de térax. Maior contagem de macroéfagos, linfécitos T
CD4 e CD8 foi encontrada no tecido pulmonar daqueles individuos com enfisema
definido radiologicamente. Finkelstein et al. (1995) encontraram namero aumentado
de linfécitos T no tecido pulmonar com alteracdes histolégicas compativeis com
enfisema em comparacdo com amostras de pulméo sem a doenca.

Varios estudos tém demonstrado a elevagdo de marcadores inflamatérios no
soro de pacientes com DPOC, apontando para a possibilidade de haver um estado
inflamatorio também sistémico (AGUSTI et al., 2012; GAN et al., 2004; KARADAG et
al., 2008; WOUTERS; CREUTZBERG; SCHOLS, 2002). Um grupo de pacientes com
DPOC e inflamacao sistémica persistente foi caracterizado por Agusti et al. (2012)
na coorte do estudo ECLIPSE. Um padrao de elevacédo de proteina C reativa (PCR),

IL-6, fibrinogénio e da contagem de células no soro foi mantido ao longo do
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seguimento de trés anos de forma independente do predominio de enfisema ou
bronquite crénica em cada paciente.

Entretanto, maior nimero de células inflamatérias e elevacdo de citocinas
podem nao significar maior capacidade de defesa contra patdgenos e estudos
apontam para prejuizo da resposta imune, principalmente inata, nesses pacientes
(SCHLEIMER, 2005; SHAYKHIEV; CRYSTAL, 2013). Macrofagos alveolares tém a
funcdo de reconhecer e fagocitar particulas patogénicas inaladas e células
apoptoticas e a partir dai ativar a resposta imune (BARNES, 2004). Embora em
guantidade aumentada, principalmente nas areas de maior destruicdo enfisematosa,
ja foi demonstrado que no ambiente alveolar da DPOC essas células séo
programadas para o lancamento de fatores anti-inflamatérios e de remodelamento
(BARNES, 2004; SHAYKHIEV et al., 2009). Com isso, capacidade reduzida para
fagocitar e promover o clearance de células apoptéticas e de patbgenos comuns na
DPOC como Haemophilus influenzae, Escherichia coli e Streptococus pneumoniae,
ja foi demonstrada em humanos com DPOC e em modelos animais de enfisema
(BERENSON et al., 2006; HODGE, S. et al., 2003; PANG et al., 2008; TAYLOR et
al., 2010). Macrofagos alveolares desses pacientes também exibiram menor
capacidade de lancar citocinas como TNF-a, IL-1[, IL-8 e IL-10 quando estimulados
por antigenos bacterianos (BERENSON et al., 2006). Quando o estimulo foi o LPS,
tais células também exibiram menor capacidade de promover a quimiotaxia de
neutréfilos (KAUR; SINGH, 2013).

Anormalidades sistémicas nas func¢des de neutréfilos, mondcitos, linfocitos e
células natural killer de individuos com DPOC ja foram demonstradas. Neutrofilos
circulantes desses pacientes exibem alteracbes na migracdo: se locomovem com

maior rapidez, fazem um trajeto maior e possuem menor acuracia ao se orientarem
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para o estimulo quimioatrativo (SAPEY et al., 2011). Isso, além de resultar em menor
defesa contra patdgenos, promove maior lesdo tecidual, uma vez que, por onde
passam, os neutrofilos ativados langcam proteinases (OWEN et al., 1995). Linfocitos
T isolados do soro de pacientes com DPOC demonstraram maior predisposicao para
apoptose (HODGE, S. et al.,, 2003). Reducédo da atividade citotoxica de células
natural killer, e da capacidade de fagocitose de mondcitos e neutrofilos circulantes

também ja foram demonstradas nesses pacientes (PRIETO et al., 2001).

2.6 ENFISEMA E SRDA

Uma vez que o desenvolvimento da SDRA envolve ativacdo da resposta
imune e inflamacédo pulmonar exacerbada, levando ao dano tecidual com lesdo da
membrana alvéolo-capilar, as altera¢cdes imunolégicas no pulmdo em funcdo do
enfisema poderiam alterar a sua ocorréncia.

A exposicdo a fumaca do cigarro € o principal fator de risco para o
desenvolvimento do enfisema. Estudos mostram que o tabagismo ativo pode levar a
alteracdes no epitélio e endotélio pulmonar semelhantes as que ocorrem na SDRA
(JONES et al., 1980; LI X. Y. et al., 1996). Alguns estudos encontraram associacao
entre SDRA e tabagismo ativo ou passivo. Toy et al. (2012) e Calfee et al. (2011)
apontaram o tabagismo ativo e passivo como fator de risco independente para o
desenvolvimento de SDRA apo0s multiplas transfusdes e trauma, respectivamente.
Hsieh et al. (2014) avaliaram o impacto do tabagismo sobre a gravidade da SDRA e
a mortalidade por esta causa. Concluiu-se que individuos tabagistas com SDRA,

apesar de serem mais jovens, terem escores de gravidade melhores e menos
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comorbidades, apresentavam a mesma mortalidade em 60 dias quando comparados
a pacientes também com SDRA e sem exposi¢cdo ao tabaco. Tais estudos, porém,
ou nao definiram a presenca de DPOC entre os pacientes estudados ou tiveram um
namero muito pequeno de individuos com este diagndstico. Outros autores
encontraram a DPOC, juntamente com uma série de outras comorbidades, como
fator associado a maior incidéncia de SDRA em pacientes com acidente vascular
cerebral isquémico, hemorragia subaracnoidea e lesdo da medula espinhal
(RINCON et al., 2014; VEERAVAGU et al., 2014; VEERAVAGU et al., 2013).
Estudos experimentais avaliaram o clearance bacteriano a partir de modelos
animais de enfisema e infeccdo pulmonar. Embora sem o objetivo de encontrar
como desfecho a LPA, tais estudos permitiram avaliar a repercussdo da infeccao
pulmonar, um dos principais gatilhos para a LPA, sobre o pulmdo com enfisema.
Inoue et al. (2003) estudaram as repercussdes inflamatérias pulmonares e
sistémicas em camundongos com enfisema induzido por elastase 24 e 72 horas
apos a inoculacao intratragueal de Streptococus pneumoniae. Foi encontrado um
prejuizo da resposta inflamatéria pulmonar, além de persisténcia bacteriana
prolongada, tanto no pulm&o quanto no soro, entre 0s animais com enfisema
comparados aos seus controles. Utilizando-se dos mesmos modelos, Tokairin et al.
(2008) buscaram avaliar a resposta inflamatéria e também o mecanismo pelo qual se
daria a maior suscetibilidade a infeccdo bacteriana entre os individuos com
enfisema, a partir da deteccdo da expressao dos receptores TLR no pulméo. Os
resultados encontrados divergiram do estudo anterior. Aléem de demonstrar que 0s
pulmbes com enfisema foram capazes de reagir a infeccdo com uma resposta
inflamatoria mais importante, houve maior expressao dos receptores TLR-2 e TLR-4

nos macrofagos alveolares desses animais. O menor grau de inflamacao encontrado
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no primeiro estudo pode ter sido decorrente da menor acuracia do método
empregado para a determinacao no tamanho do inéculo bacteriano.

Wang, D., Wang, Y e Liu (2010) estabeleceram um modelo de infeccéo
pulmonar por inoculagéo intratraqueal de Haemophilus influenzae em hamsteres
com enfisema induzido por elastase. Em concordancia com o trabalho de Tokairin et
al., também foi encontrada maior inflamacao no pulméo dos animais com enfisema
em relacdo aos controles. Essa foi evidenciada sobretudo por alteracbes
histol6gicas, mais pronunciadas nos animais com enfisema, tais como acumulo de
neutroéfilos, congestdo capilar, areas de consolidacdo e edema pulmonar. Pang et
al., (2008) em um modelo de enfisema induzido por elastase seguido da infeccéo
pulmonar por Haemophilus influenzae, em camundongos, encontraram persisténcia
bacteriana prolongada entre os animais com enfisema. Nos cortes histolégicos os
sinais de inflamacéo diferiram apenas 72 horas apos a infeccdo, quando ainda
persistiam nos animais com enfisema. Ganesan et al. (2012) e Sajjan et al. (2009)
estudaram a inflamacéo, persisténcia do patdgeno e alguns possiveis mecanismos
de suscetibilidade em um modelo de enfisema induzido por exposi¢ces repetidas a
elastase e a LPS, por via intratraqueal, seguido da infeccdo por Haemophilus
influenzae ou rinovirus. O modelo de enfisema utilizado diferiu dos anteriores, pois
também exibia alterac6es compativeis com bronquite crénica. Animais com enfisema
exibiram prejuizo do clearance do patdégeno e maior inflamacédo do parénquima
pulmonar.

Tais estudos corroboram a ideia de que ha prejuizo da resposta imune local,
demonstrado pela falha no clearance de patdégenos no pulmdo com enfisema.
Apesar disso, a inflamacdo em resposta a agressdo inalada € mais exuberante

nesses animais, o que pode significar uma maior propensao ao desenvolvimento de
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LPA no pulméo enfisematoso. Nado é conhecido, entretanto, como reagem o0s
pulmbes com enfisema em resposta a um estimulo sistémico que inicialmente entra
em contato com o epitélio alveolar. Nenhum estudo em humanos ou animais avaliou
a relacéo entre o enfisema e o desenvolvimento de LPA em resposta a sepse e,

portanto, esta relacdo néo é conhecida.
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3 HIPOTESES

HO: A presenca de enfisema nao interfere na LPA que ocorre em resposta a
sepse induzida por LPS intraperitoneal
H1: A presenca de enfisema interfere na LPA que ocorre em resposta a sepse

induzida por LPS intraperitoneal.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a LPA secundaria a sepse induzida por LPS intraperitoneal em

ratos com e sem enfisema induzido pela administracdo de elastase.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a LPA secundaria a sepse induzida por LPS intraperitoneal em
ratos com e sem enfisema induzido pela administracdo de elastase a partir da
analise de:

a) Parametros gasométricos;
b) Contagem de células inflamatoérias no LBA;
c) Histopatologia pulmonar;

d) Permeabilidade capilar pulmonar.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Para este estudo experimental foram utilizados ratos Wistar adultos,
previamente saudaveis, com peso de 308 * 26, provenientes do Biotério do Centro
de Biologia da Reproducéo da Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR — UFJF,
Juiz de Fora, Minas gerais, Brasil). Os animais receberam cuidados segundo a
diretriz do Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (DIRETRIZ BRASILEIRA
PARA O CUIDADO E A UTILIZACAO DE ANIMAIS PARA FINS CIENTIFICOS E
DIDADITOS, 2013). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais da UFJF, protocolo numero 066/2013 (ANEXO A).

5.2 CONDICOES DE ALOJAMENTO

Todos os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, cobertas com
camas de maravalha selecionada (néo esterilizada), dotadas de cocho para ragéao do
tipo peletizada e local para mamadeira com agua filtrada. Cada gaiola abrigava trés
animais, que foram mantidos em armarios climatizados (Alesco, Brasil) pelo periodo
de uma semana antecedendo o0 procedimento experimental. Os armarios
localizavam-se em alojamento com lampadas incandescentes, controladas
automaticamente para acenderem as 6:00 h e apagarem as 18:00 h, mantendo um
fotoperiodo de 12 horas de ambiente claro e 12 horas de ambiente escuro. Os

animais receberam agua e ragdo comercial ad libitum.
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5.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Neste estudo experimental foram desenvolvidos dois modelos: enfisema
induzido por administracdo intratraqueal de elastase e LPA por administracao

intraperitoneal de LPS.

5.3.1 PROTOCOLO PARA INDUCAO DE ENFISEMA POR ELASTASE

Para inducdo do enfisema, EPP foi administrada por via intratraqueal,
conforme ja descrito em estudos prévios (YOKOYAMA et al., 1987). O peso dos
animais foi obtido (Balanca Filizola MF 4006033, Brasil) para calculo das doses das
medicacfes utilizadas. A seguir os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de
ketamina (BioChimico, Brasil) e 8 mg/kg xilazina (Rhobifarma, Brasil), ambas por via
intraperitoneal. Estas doses foram suficientes para manter o animal em plano
anestésico, caracterizado pela supressdo do reflexo corneo-palpebral, por
aproximadamente uma hora.

Os animais ja anestesiados foram colocados em decubito dorsal em mesa
cirtrgica aquecida (Heat Pad EFF422, Reino Unido). Os membros superiores foram
fixados com fita adesiva a 90° em relacdo ao corpo e os inferiores, estendidos
paralelamente ao corpo. ApOs 0 posicionamento, foi realizada a tricotomia da face
ventral da regido cervical e feita anestesia local com 0,3 ml de lidocaina a 2% sem
vasoconstritor (Hipolabor, Brasil). Em seguida, foi feita uma incisdo longitudinal
medial na face ventral do pescoco, de aproximadamente 2 cm de extensdo, com

posterior divulsdo dos tecidos. A traqueia foi exposta e puncionada com agulha
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hipodérmica (13 X 4,5) para instilacdo, conforme a randomizacéo, de 12 unidades de
EPP (Elastase, Porcine Pancreas, Calbiochem, EUA) diluidas em 0,15 ml de solugéo
tampéo fosfato (PBS), ou do mesmo volume de PBS. A pele foi entdo suturada com
fio Nylon 3-0 (Polysuture SP420, Brasil). Apds a cirurgia, os animais foram
observados até a recuperacdo anestésica e entdo acondicionados em gaiolas
individuais onde receberam analgesia com 2 mg de tramadol (Cristalia, Brasil) em

biscoito a cada 12 horas por 48 horas.

5.3.2 PROTOCOLO PARA INDUCAO DE SEPSE E LESAO PULMONAR AGUDA

Trés semanas ap0s a administracdo da elastase, os animais foram
novamente randomizados para receber, por via intraperitoneal, LPS (Escherichia coli
lipopolysaccharides - 055:B5, Sigma — Aldrich, Israel) na dose de 10 mg/Kg (KABIR

et al., 2002), ou 0 mesmo volume de solucdo fisiol6gica estéril a 0,9% (SF).

5.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

A partir da randomizacao realizada para instilacao intratraqueal de EPP ou
PBS e para a infusado intraperitoneal de LPS ou salina, foram constituidos quatro
grupos (Figura 1):
a)Grupo enfisema e LPS (E-LPS, n=6)
b)Grupo enfisema e controle (E-C, n=6)
c)Grupo controle e LPS (C-LPS, n=6)

d)Grupo controle e controle (C-C, n=6)



Ratos Wistar

(308 + 26 g)
n=24
[
v Randomizacdo v
Grupo Controle Grupo Enfisema
PBS 0,15 ml EPP 12 UI
n=12 n=12
v Randomizacdo " v Randomizacdo AP
salina0,5 ml LPS 10 mg/Kg salina0,5 ml LPS 10 mg/Kg
n==a n==6 n=6 n==0
Grupo C-C Grupo C- LPS GrupoE-C Grupo E- LPS
n=a n=a n=a n=a

Figura 1. Distribuicdo dos animais entre 0s grupos experimentais.

EPP: elastase pancreética porcina; PBS: solugdo tampéo fosfato; LPS:

Lipopolissacéride; E-LPS: enfisema-lipopolissacéride; E-C: enfisema-controle;

C-LPS: controle-lipopolissacaride; C-C: controle-controle.

45



46

5.5 COLETA DE SANGUE ARTERIAL, EUTANASIA E REMOCAO DOS PULMOES

Vinte e quatro horas ap0s a administracdo do LPS, os animais foram
novamente pesados, anestesiados e posicionados como descrito anteriormente. Foi
feita a incisdo medial na face ventral da regido cervical com divulsdo dos tecidos e
exposicdo completa do terco proximal da traqueia. Com uma lamina de bisturi
namero 23 (Maxicor, Brasil) foi feita uma incisdo na traqueia, entre seus anéis de
cartilagem, e imediatamente foi introduzida uma canula de polietileno (PE 240,
Intramedic®, Clay-Adams Inc., EUA), com 1,5 mm diametro interno e 7,5 cm de
comprimento, fixada na porcéo proximal por fio seda 2.0 (Polysuture SP420, Brasil).
A artéria carétida comum direita foi dissecada e canulada com cateter de polietileno,
20 G (Arrow, EUA) com a finalidade de coletar sangue para a realizacdo de
gasometria arterial e administracdo de medicamentos.

Os animais foram mantidos em posicdo supina e acoplados, através da
tragueostomia, a ventilagdo mecanica (Inspira ASV, Harvard Apparatus, EUA). Foi
realizado bloqueio neuromuscular com rocurénio (Eurofarma, Brasil) (1 mg/Kg)
através do cateter inserido na carétida e os animais foram mantidos em ventilacao
mecanica, para estabilizacdo, com 0s seguintes parametros: modo ventilatério
volume-controlado, volume corrente (V1) de 6 ml/Kg, frequéncia respiratéria (FR) de
80 incursdes por minuto, relacéo inspiracdo:expiracéo (I:E) de 1:2, FIO, de 100% e
PEEP de 5 cmH,0. Ao término de 10 minutos de ventilagdo mecanica, foi coletado
sangue pelo cateter inserido na carétida e os animais foram submetidos a eutanasia
por exsanguinacao atraves do mesmo cateter.

Para manutencéo dos pulmdes insuflados apds suas retiradas do torax, foi

realizada pausa inspiratoria no ventilador e a traqueia foi ocluida por fio de algodéao.
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O torax foi aberto, a parede toracica anterior removida, a por¢do abdominal do
esb6fago identificada e isolada, sendo presa por uma pingca hemostatica. As
estruturas do pescoco foram dissecadas, permitindo a liberacdo das vias aéreas. A
pinca presa ao esofago foi suavemente tracionada para cima, permitindo separar o
conjunto coracao-pulmédo das demais estruturas aderidas a parede toracica
posterior. Com todas as estruturas individualizadas, a traqueia foi seccionada acima
do local ocluido pelo fio de algoddo e, posteriormente, o eséfago e o coragéo
separados dos pulmbes e das vias aéreas por leve tracdo, restando apenas 0s
pulmdes e as vias aéreas. O brénquio fonte direito foi ocluido por um fio de algodao
e o pulmdo direito foi mantido insuflado para andlise histologica, enquanto o pulmao

esquerdo foi utilizado para o LBA. A figura 2 mostra o fluxo do experimento ao longo

do tempo.
Sedacio Sedacio Gasometria arterial
EPF ou LP5 au Tragueostomia Eutandsia
PBS, i, salinai.p. V. mecanica Remogdo dos pulmdes
1 Il L L |
| L I I 10min |
D D21 D22

Figura 2. Linha do tempo do experimento.
EPP: elastase pancreética porcina; LPS: lipopolissacéride; i.t.: intratraqueal;

i.p.: intraperitoneal.
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5.6 VARIAVEIS ANALISADAS

5.6.1 TROCAS GASOSAS

Amostra de aproximadamente 0,3 ml de sangue arterial foi coletada através
do cateter inserido na car6tida, com seringa heparinizada, ao término da ventilagdo
mecanica. O sangue foi analisado pelo gasémetro (ABL90 Flex Radiometer,
Dinamarca) para determinacdo dos seguintes parametros: pH, PaO,, PaCO,, e

bicarbonato (HCO3).

5.6.2 LAVADO BRONCOALVEOLAR

Para obtencdo do LBA, o brénquio fonte direito foi canulado e 5 ml de PBS
contendo &cido etilenodiamino tetracético (10 nM) foram instilados e aspirados
lentamente por trés vezes. O LBA obtido foi centrifugado e submetido a contagem
total e diferencial de células e a dosagem de albumina.

A contagem total de leucécitos foi realizada em uma camara de Neubauer sob
microscépio Optico (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) apds a diluicdo das amostras
em uma solucéo de Turk (2% acido acético). O sedimento de células foi diluido em
PBS e depois corado pela técnica de May-Grunwald para contagem diferencial de

células, sendo esta feita sobre um minimo de 300 células.
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5.6.3 DETERMINACAO DA PERMEABILIDADE PULMONAR

Para avaliacdo da permeabilidade capilar pulmonar, a albumina foi dosada no
LBA e no soro, coletados no momento da eutanasia, pelo método do verde de
bromocresol (Labtest Diagnostics, Brasil). A razdo albumina do LBA/albumina do

soro foi entdo determinada.

5.6.4 HISTOLOGIA

O lobo inferior do pulméo esquerdo, mantido inflado, foi separado do restante
do orgao e fixado em formaldeido tamponado a 10% por 72 horas. Posteriormente,
as amostras foram submetidas a banhos em uma série crescente de alcool etilico e
diafanizadas em xilol para posterior impregnacao em parafina. Foram obtidos cortes
longitudinais do parénquima pulmonar do lobo inferior, com 4 um de espessura.
ApGs a montagem do material em laminas de vidro, os mesmos foram corados com
hematoxilina-eosina para andlise histopatoldgica do enfisema e da LPA. Todas as
laminas foram analisadas por patologista sem conhecimento dos grupos

experimentais.

5.6.5 MORFOMETRIA PARA QUANTIFICACAO DO ENFISEMA PULMONAR

Para a quantificacdo do enfisema, foi realizada a morfometria para a

determinacdo do diametro alveolar meédio (Lm) nas laminas coradas com
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hematoxilina-eosina (DUNNILL, 1962). Foram analisados dez campos por animal,
com aumento de 100X, sendo excluidos aqueles com predominancia de grandes
vasos ou brénquios. Um reticulo composto por 50 retas e 100 pontos foi adaptado a
ocular do microscopio de luz convencional (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) e cada
campo foi fotografado utilizando o programa Axiovision semi-automatico versao 4.5
para Windows (Zeiss, Jena, Alemanha) (figura 3). O Lm foi determinado pela
seguinte férmula (equacéo 1):

L _Ltot
M=

Onde Ltot é o comprimento total das retas e Li € o nUmero de vezes em que

as estruturas alveolares interceptaram as retas.

Figura 3. Reticulo com 100 pontos e 50 linhas para morfometria.
Corte histologico de parénquima pulmonar corado com H&E, aumento final

de 100 X.
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5.6.6 HISTOLOGIA PARA AVALIACAO DO DANO TECIDUAL PULMONAR

Para avaliacdo da LPA, o escore de lesdo pulmonar aguda recomendado pela
ATS (MATUTE-BELLO, et al., 2011) foi determinado utilizando o microscépio de luz
convencional (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha). Neste escore foram avaliados os
seguintes parametros: numero de neutréfilos no intersticio (incluindo aqueles
préximos aos capilares); numero de neutrofilos no espaco alveolar; formacdo de
membrana hialina; presenca de debri protéico no espaco alveolar (como filamentos
de fibrina) e espessura da parede alveolar. Para obtencdo do escore foram
avaliados 20 campos diferentes em cada lamina, com aumento de 400X, sendo que
pelo menos 50% de cada campo deveria estar preenchido por alvéolos pulmonares.
Os campos compostos predominantemente por bréonquios ou grandes vasos foram
excluidos da analise. Cada um dos cinco achados histolégicos foi graduado de
acordo com o esquema apresentado na tabela 1. Para gerar o escore, foi realizada a
soma dos pontos obtidos em cada campo analisado, para cada uma das cinco
variaveis independentes. Estes pontos foram usados em uma formula, que aplica
pesos para cada variavel, com base em sua relevancia na caracterizacao da leséo

pulmonar (equacao 2).
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Tabela 1. Escore de lesdo pulmonar preconizado pela American Thoracic Society

Escore por campo
Parametros 0 1 2
A. Neutrdfilos no espaco alveolar Nenhum 1-5 >5
B. Neutrofilos no espaco intersticial Nenhum 1-5 >5
C. Membrana hialina Nenhum 1 >1
D. Debri protéico preenchendo o espaco aéreo Nenhum 1 >1
E. Espessamento do septo alveolar < 2X 2X-4x >4x
Equacéao 2:

[(20xA)+(14%B)+(7xC)+(7xD)+(2xE)]

Escore= Numero de campos x100

5.7 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
dados paramétricos foram expressos como meédia * desvio padrdo, enquanto os
dados ndo paramétricos foram expressos como mediana (intervalo interquartil). Os
dados paramétricos foram analisados pela andlise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste post hoc de Tukey quando necessario. Os dados ndo paramétricos foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney quando
necessario. A correcdo de Bonferroni foi aplicada para as andlises repetidas. A
diferenca foi considerada estatisticamente significante com resultado de p < 0,05.
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS 17.0 for

Windows (SPSS Inc, lllinois, EUA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo serdo apresentados sob a forma do artigo
intitulado “Emphysema induced by elastase enhances acute inflammatory pulmonary
response to intraperitoneal LPS injection in Wistar rats” (Apéndice A), o qual foi

submetido a revista Critical Care (Anexo B).
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Abstract

Introduction: The response of lungs with emphysema to a systemic insult such as
extrapulmonary sepsis is not known. Structural and inflammatory abnormalities in
lungs caused by this condition might alter their response to sepsis and thus influence
the incidence and severity of acute lung injury (ALI). We therefore aimed to compare
the severity and extension of ALI in response to intraperitoneal lipopolysaccharide
(LPS) injection in rats with and without emphysema induced by elastase.

Methods: Adult male Wistar rats were randomized into 4 groups, each of them with 6
animals: control (C-C), emphysema without sepsis (E-C), normal lung with sepsis (C-
LPS) and emphysema with sepsis (E-LPS). Emphysema was induced by
intratracheal instillation of elastase (12 IU/animal). Three weeks later, sepsis was
induced by intraperitoneal Escherichia coli LPS injection (10 mg/kg). Euthanasia and
the following analysis were performed 24 hours after sepsis induction: blood gas
measures, bronchoalveolar lavage (BAL), lung permeability and histology. Parametric
data were expressed as mean + standard deviation, whereas non-parametric data
were expressed as median (interquartile range).

Results: Significant increase in lung injury score was observed in the C-LPS [0.62
(0.19)] and E-LPS [0.59 (0.13)] groups compared to C-C [0.11 (0.09)] and E-C [0.15
(0.05)] (p < 0.05) Total cell and neutrophil counts in the BAL were also significantly
higher in the groups that received LPS (p < 0.05). When both groups that received
LPS (E-LPS and C- LPS) were compared, the group with emphysema showed
greater total cell and neutrophil counts in the BAL. Animals in the group E-LPS

showed significant increase in alveolocapillary membrane permeability, demonstrated
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by higher BAL/serum albumin ratio, compared to E-C and C-C groups. There were no
significant differences in the gas exchange levels among the groups.

Conclusions: The presence of emphysema induced by elastase increases the
inflammatory response in the lungs to a systemic stimulus, represented in this model

by the intraperitoneal injection of LPS.

Keywords: pulmonary emphysema, sepsis, acute lung injury, acute respiratory

distress syndrome, pancreatic elastase, lipopolysaccharides.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A forma como pulmdes com enfisema respondem a uma agressao sistémica
como a sepse ndo é conhecida. E possivel que as alteragdes estruturais e
imunologicas promovidas pelo enfisema nos pulmdes modifiquem a resposta dos
mesmos a sepse e, desta forma, influenciem no desenvolvimento de SDRA. Neste
estudo nés comparamos a resposta inflamatéria aguda secundaria a injecéo
intraperitoneal de LPS em ratos Wistar com e sem enfisema induzido por elastase.
Animais com enfisema desenvolveram inflamagcdo mais acentuada em resposta a
injecdo intraperitoneal de LPS como demonstrado por maior contagem total de
células e de neutrofilos no LBA. Esses animais apresentaram também lesdo mais
intensa da membrana alvéolo-capilar, inferida pelo aumento da razdo da albumina
LBA/soro. Maior inflamacdo basal foi encontrada nos animais que receberam
elastase, demonstrada por numero aumentado de células totais, neutréfilos e
macréfagos no LBA dos animais com enfisema, quando comparados aos seus
controles normais. O Ultimo achado estd em consonancia com o que € observado
em pacientes com enfisema e poderia justificar a resposta pulmonar mais acentuada
a sepse encontrada nesses animais. Entretanto, ndés ndo estudamos 0s mecanismos
implicados na resposta mais intensa a sepse nos pulmdes com enfisema e esses
devem ser investigados. Nossos achados sugerem que a presenca de enfisema
associa-se a maior predisposicdo a LPA frente a estimulos sistémicos. Portanto, no
cuidado de pacientes com DPOC expostos as agressdes inflamatérias agudas,
deve-se estar atento para a ocorréncia de SDRA tanto para a realizacdo do
diagndéstico precoce e quanto para que sejam tomadas medidas que minimizem a

lesdo.
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8 CONCLUSAO

A presenca de enfisema aumenta a inflamacao pulmonar em resposta a uma
agressao sistémica, representada neste trabalho, pela injecdo intraperitoneal de
LPS. A inflamacéo persistente nos pulmdes com enfisema pode explicar essa
resposta mais intensa. Dessa forma, o cuidado de pacientes com DPOC expostos a
fatores de risco para SDRA, deve conter medidas para a prevencao de agressdes

adicionais e para o diagnostico precoce da sindrome.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
\ PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissio de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n. 066/2013 — CEUA sobre “AVALIACAO DO
DESENVOLVIMENTO DE LESAO PULMONAR AGUDA APOS SEPSE POR
ADMINISTRACAO DE LIPOPOLISSACARIDEO EM RATOS WISTAR COM ENFISEMA
INDUZIDO POR ELASTASE, projeto de pesquisa sob a responsabilidade de MAYCON DE
MOURA REBOREDO, com a colaboragdo de BRUNO DO VALLE PINHEIRO, LEDA MARILIA
FONSECA LUCINDA, AYDRA MENDES ALMEIDA BRANCHI, FERNANDO FONSECA DOS REIS and
LIDIA MARIA CARNEIRO, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal,
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA
DE PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 11/02/2014. Para o desenvolvimento da
pesquisa serdo liberados 40 ratos (40 machos), da linhagem Wistar, conforme solicitado e que

serdo entregues no periodo de 10/03/2014 A 04/08/2014.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n 066/2013 - CEUA about “AVALIACAO DO
DESENVOLVIMENTO DE LESAO PULMONAR AGUDA APOS SEPSE POR
ADMINISTRAGAO DE LIPOPOLISSACARIDEO EM RATOS WISTAR COM
ENFISEMA INDUZIDO POR ELASTASE” under responsibility of MAYCON DE
MOURA REBOREDO, with collaboration of BRUNO DO VALLE PINHEIRO, LEDA
MARILIA FONSECA LUCINDA, AYDRA MENDES ALMEIDA BRANCHI,
FERNANDO FONSECA DOS REIS and LIDIA MARIA CARNEIRO- is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
11/02/2014. For the development of this research 40 rats (40 male) of the Wistar lineage, will be
released as requested and they will be delivered in the period of 10/03/2014 A 04/08/2014..

Z‘:uiz de for a, 17 de Fevereiro de 2014 /

rdsidente Vice-presidente
EUA CEUA
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ANEXO B

Comprovante de submissao do artigo “Emphysema induced by elastase enhances
acute inflammatory pulmonary response to intraperitoneal lipopolysaccharide

injection in Wistar rats”.

Emphysema induced by elastase enhances acute inflammatory pulmonary response to
intraperitoneal lipopolysaccharide injection in Wistar rats

Lidia Maria Carneiro da Fonseca, M.D; Maycon Moura Reboredo, M.D., PhD; Leda Marilia
Fonseca Luncinda, PhD; Aydra Mendes Almeida Bianchi, M.D.; Fernando Fonseca Reis,
M.D.; Maria Aparecida Esteves Rabelo, M.D.; Thais Fernanda Fazza, R.R.T.; Julio César
Abreu Oliveira, M.D., PhD; Bruno do Valle Pinheiro, M.D., PhD

Critical Care

Dear Dr Pinheiro,

Thank you for submitting your manuscript 'Emphysema induced by elastase enhances acute
inflammatory pulmonary response to intraperitoneal lipopolysaccharide injection in Wistar

rats' to Critical Care.

During the review process, you can keep track of the status of your manuscript by accessing
the following website:

http://cric.edmagr.com/

Best wishes,

Editorial Office
Critical Care

http://ccforum.com/
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