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RESUMO

Introducéo: A relacédo entre o enfisema e a lesdo pulmonar aguda (LPA) ainda néao
estd bem definida. O objetivo deste estudo foi comparar a gravidade da LPA em
resposta a instilacéo intratraqueal de lipopolissacaride (LPS) em ratos com e sem
enfisema. Métodos: Vinte e quatro ratos Wistar machos adultos foram
randomizados para quatro grupos: grupo controle (G-C), grupo LPA (G-LPA), grupo
enfisema (G-E) e grupo enfisema com LPA (G-E-LPA). O enfisema foi induzido por
instilagdo intratraqueal de elastase (12 Ul). Apds trés semanas, 0s animais dos
grupos LPA receberam LPS intratraquealmente (2 mg/Kg). A eutanasia e as
seguintes analises foram realizadas 24 horas apos a inducédo de LPA: medidas dos
gases sanguineos, lavado broncoalveolar (LBA), expressdo de RNAm de
mediadores inflamatorios e histologia pulmonar. Resultados: Os animais dos grupos
G-LPA (0,55 + 0,15) e G-E-LPA (0,69 + 0,08) apresentaram maior score de LPA em
relacdo ao G-C (0,12 = 0,04) e G-E (0,60 £ 0,04) (p <0,05). A contagem total de
células (G-E = 3,09 + 0,83; G-LPA = 4,45 + 1,90; G-E-LPA =5,90 + 2,10; G-C = 0,73
+ 0,37 x 10°) e de neutréfilos (G-E = 0,69 + 0,35; G-LPA = 2,53 + 1,09, G-E-LPA =
3,86 + 1,40; G-C = 0,09 + 0,07 x 10°) no LBA foram maiores nos grupos G-E, G-LPA
e G-E-LPA guando comparados ao G-C (p <0,05) . As expressdes de RNAm de IL-6,
TNF-a e CXCL2 foram maiores nos animais que receberam LPS (G-LPA e G-E-LPA)
em comparacao com G-C e G-E (p <0,05). Embora nédo haja diferencas estatisticas
entre os animais com e sem enfisema em resposta a instilagdo de LPS, observou-se
uma tendéncia de maior score de LPA e celularidade no LBA no G-E-LPA. O G-E-
LPA também mostrou uma razdo LBA/albumina sérica aumentada. Concluséo: A
presenca de enfisema foi associada a uma tendéncia de aumento da resposta

inflamatoéria pulmonar secundaria a instilagéo intratraqueal de LPS.

Palavras-chave: Enfisema. Lesdo pulmonar aguda. Modelo experimental.

Lipopolissacarideo.Intratraqueal.



ABSTRACT

Introduction: The response of lungs with emphysema to an acute lung injury (ALI)
remains unclear. The aim of this study was to compare the severity of ALI in
response to intratracheal instillation of lipopolysaccharide (LPS) in rats with and
without emphysema. Methods: Twenty four adult male Wistar rats were randomized
to four groups: control group (C-G), ALI group (ALI-G), emphysema group (E-G),
emphysema and ALI group (E-ALI-G). The emphysema was induced by intratracheal
instillation of elastase (12 Ul). After three weeks, the animals of ALI groups received
LPS intratracheally(2 mg/Kg). Euthanasia and the following analysis were performed
24 hours after ALl induction: blood gas measures, bronchoalveolar lavage (BAL),
MRNA expression of inflammatory mediators and lung histology. Results: The
animals of ALI-G (0.55 + 0.15) and E-ALI-G (0.69 + 0.08) showed a higher ALI score
compared to C-G (0.12 £ 0.04) and E-G (0.16 + 0.04) (p <0.05). Total cell count (E-G
= 3.09 + 0.83; ALI-G = 4.45 + 1.90; E-ALI-G = 5.90 + 2.10; C-G = 0.73 + 0.37 x 10°)
and neutrophil count (E-G = 0.69 £ 0.35; ALI-G = 2.53 + 1.09; E-ALI-G = 3.86 + 1.40;
C-G = 0.09 + 0.07 x 10°) in the BAL were higher in the groups E-G, ALI-G and E-ALI-
G when compared to C-G (p <0.05). The IL-6, TNF-a, and CXCL2 mRNA
expressions were higher in the animals that received LPS (ALI-G and E-ALI-G)
compared to the C-G and E-G (p <0.05). Although there were no statistical
differences between the animals with and without emphysema in response to LPS
instillation, we observed a trend of higher ALI score and BAL cellularity in the E-ALI-
G. The E-ALI-G also showed an increased BAL/serum albumin ratio. Conclusion:
The presence of emphysema was associated with a trend of increase in the

inflammatory pulmonary response to intratracheal LPS instillation.

Keywords: Emphysema.Acute lung injury.Experimental model.Lipopolysaccharide.

Intratracheal.



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Escore de lesédo pulmonar preconizado pela American Thoracic Society
Yo o3[ 1P 46



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Desenho da alocacéo de grupos experimentais ...........cccceeeeeeeeeeennnnnns 41

FIGURA 2: Reticulo com 100 pontos e 50 linhas para morfometria. Corte

histolégico de parénquima pulmonar corado com H&E, aumento final de 100 X. ....45



ATS
CBR
UFJF
CPAP
CXCL2
DPOC
DNA
EGF
EPP
EUA
FGF
FR
GOLD
HCO3
ICAM
INF-y

LBA
LPA
LPIV
LPS
MCP
MIP
MMP
PaO,
PaCO,
PCR
PDGF-B
PEEP
PBS
pH

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

American Thoracic Society

Centro de Biologia da Reproducéo

Universidade Federal de Juiz de Fora

Presséao positiva continua nas vias aéreas
Quimiocina ligante 2

Doencga pulmonar obstrutiva crénica

Acido desoxirribonucléico

Fator de crescimento epidérmico

Elastase pancreatica de porco

Estados Unidos da América

Fator de crescimento do fibroblasto

Frequéncia respiratéria

Iniciativa global para doenca pulmonar obstrutiva crénica
Bicabornato

Molécula de adeséao intercelular

Interferon gama

Interleucina

Lavado broncoalveolar

Lesdo pulmonar aguda

Lesdo pulmonar induzida pela ventilagcao
Lipopolissacarideo

Proteina quimiotatica de mondcitos

Proteina inflamatéria de macréfagos
Metaloproteinase de matriz

Presséo parcial de oxigénio no sangue arterial
Presséao parcial de diéxido de carbono (CO;) no sangue arterial
Reacg&o em cadeia da polimerase

Fator de crescimento derivado de plaquetas fator-B
Presséo positiva no final da expiracao

Solucéo tampéo fosfato

Potencial hidrogenidnico



RNAmM
SDRA
TGF
TLRs
TNF-a
UTI
VEGF
VT

Acido ribonucleico (mensageiro)

Sindrome do desconforto respiratorio agudo
Fator de crescimento transformador
Receptores Toll-like

Fator de necrose tumoral - alfa

Unidade de Terapia Intensiva

Fator de crescimento endotelial vascular

Volume corrente



SUMARIO

(R EEI0] 510070 TSR 13
2 REVISAO DA LITERATURA ...t ettt 16
2.1 DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA ..o, 16
2.2 MODELOS ANIMAIS DE ENFISEMAL.....cooi ittt 21
2.3 SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO..........cccevevennene. 24
2.4 MODELOS ANIMAIS DE LESAO PULMONAR AGUDA ......cooooiieieeeeeeeeee, 30
2.5 INTERAQAO ENTRE ENFISEMA E SINDROME DO DESCONFORTO
RESPIRATORIO AGUDO........cooiuiitecieeeeieieeeete ettt aresassaenaeenenens 33

S HIPOTESES ..ottt ettt ettt es e e e e et e s e e e e enesene e eeeas 36
O] N L AV 1 37
4.1 OBIETIVO GERAL .. oot e e e e e e eaa s 37
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt ettt 37
5 IMETODOS ...ttt se ettt s ettt s et s et e et s e e e e et er e e e e 38
DL ANIM AL S . e a e 38
5.2 CONDIQ@ES DE ALOJAMENTO ..oiiiiiiieee ettt eaans 38
5.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL ....uttiiiiiiiieeeeeiiiiiiiee e e e e e e e sinnaneeeeeas 39
5.3.1 Protocolo para inducéo de enfisema por elastase...........cccccceeeeveeeeeevveiiiinnnnnn. 39
5.3.2 Protocolo para inducéo da lesdo pulmonar aguda ............coeeeiiiiniiiniiiiiiiinnnnn. 40
5.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS . ..ot enans 40
5.5 COLETA DE SANGUE ARTERIAL, EUTANASIA E REMOCAO DOS PULMOES
.................................................................................................................................. 41
5.6 VARIAVEIS ANALISADAS ......ooouieieieetie et te et eta e eaeeeraeaneas 43
5.6.1 HIStOPALOIOGIA. .. e e eeeeeeiiiiiie ettt e e e e e e e e e e eennn s 43
5.6.1.1 Morfometria para quantificacdo do enfisema pulmonar...............ccceevvvvvnnnnn.. 44
5.6.1.2 Avaliacao da [eSA0 PUIMONA ..........ciiiiieeiieeieei e 45
5.6.2 Lavado DronCOAIVEOIAN ..........cooiiiieiiiiie e a7
5.6.3 Extracdo de RNA e real time PCR (QPCR)........uuuiiiiiiiiiiieeiiiieeee e 47
5.6.4 TTOCAS JASOSEAS ..cvvuuietuetrinaeertae et e e et e e et e e eaa e e et e e et e e et e e eetn e eesaeeesaeeesneeennns 49
5.6.5 Determinacdo da permeabilidade pulmonar..............cccoevvveviiiiiiii e 49
5.7 ANALISE ESTATISTICA ..ottt ettt 50

6 RESULTADOS E DISCUSSAO .....ooviicieeeeeeeeeeeee e 51



6.1 RESUMO DO ARTIGO......uuiiiiiiiiiiiiei ettt 51

7 CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt ettt n e 52
8 CONCLUSAD ...ttt ettt et e e e teetesteeaeaaeere e, 54
REFERENCIAS. ..ottt ettt et e ettt et aeetesteeteeneassaeatestetesaennenes 55
F (O 67

ANEXO B 68



13

1 INTRODUCAO

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é uma enfermidade que se
caracteriza pela obstrucdo ao fluxo aéreo, a qual decorre de alteragbes estruturais
das pequenas vias aéreas e/ou do parénquima pulmonar, cujas participacdes podem
variar entre os pacientes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). A DPOC é
altamente prevalente e também apresenta alta morbidade e mortalidade. Ela causa
expressivos impactos econdmicos e sociais, com perspectiva de ser a quinta causa
de aposentadoria por doenca no mundo, em 2020 (SEEMUNGAL; HURST,;
WEDZICHA, 2009).

Um dos componentes da DPOC é o enfisema, caracterizado por
alargamento dos espacos aéreos distais com reducdo da forca elastica do
parénquima e destruicdo das paredes das vias aéreas, devido ao desequilibrio
protease-antiprotease, levando a quebra do parénquima pulmonar, mecanismo
fundamental na patogénese do enfisema. H&, portanto, intensa perda de tecido
elastico, lesdo de célula epitelial e endotelial e reparacéo limitada (MACNEE, 2007).

No enfisema, ocorre ativacdo das imunidades inata e adquirida, através da
ativacao de receptores Toll-like (TLRsS) nas células epiteliais e macréfagos presentes
nos alvéolos. A ativagdo desses receptores aumenta a expressao do fator nuclear
Kappa B nessas células, fator que pode modular a taxa de transcricdo de muitas
citocinas pro-inflamatorias, responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos,
macrofagos e linfocitos CD8+ (DI STEFANO et al.,, 2002; BAINES; SIMPSON,;
GIBSON, 2011). Este estado inflamatdrio ndo se restringe aos pulmdes, sendo
evidenciados niveis elevados de citocinas no soro desses pacientes

(BAINES;SIMPSON; GIBSON, 2011; AGUSTI et al.,, 2012). Além disso, alguns
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estudos sugerem comprometimento da resposta imune, sobretudo a inata, em
pacientes com enfisema, 0 que pode prejudicar a defesa contra a agressao de
outros patdogenos (SCHLEIMER, 2005; SHAYKHIEV; CRYSTAL, 2013). Essas
alteracbes imunolégicas pulmonares e sistémicas podem interferir na leséo
pulmonar aguda (LPA) presente na sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA), visto que esta também decorre de respostas imunes e inflamatérias com
consequente lesdo da membrana alvéolo-capilar.

A SDRA é uma condicédo de insuficiéncia respiratoria aguda decorrente da
lesdo, de natureza inflamatoria e difusa, da barreira constituida pelo epitélio alveolar
e pelo endotélio, a qual determina aumento da permeabilidade vascular e disfuncao
do sistema surfactante, resultando em edema e colapso pulmonar, com consequente
reducdo das unidades alveolares aeradas (WARE; MATTHAY, 2000). A lesao
inflamatoria que resulta na SDRA pode ser secundaria a uma agressao direta dos
pulmdes ou a uma agressao sistémica, sendo denominadas, respectivamente, de
SDRA pulmonar e extrapulmonar (PELOSI et al.,, 2003). Independentemente se a
lesdo é originalmente pulmonar ou sistémica, a SDRA apresenta um padrdo
temporal de evolucdo, constituida de uma fase exsudativa aguda e uma fase
fibroproliferativa (THILLE et al., 2013; LORENTE et al., 2015).

A relacdo entre enfisema e LPA j4 foi estudada em alguns modelos
experimentais que tém sido utilizados para o estudo dos mecanismos associados
com a patogénese da DPOC e da SDRA, respectivamente. Estudos que avaliaram a
resposta inflamatéria em pulm&@o de animais com enfisema e LPA mostraram-se
divergentes. Tokairin et al. (2008) observaram que camundongos com enfisema
induzido por elastase apresentaram, apdés a inoculacdo intratraqueal de

Streptococus pneumoniae, resposta inflamatoria mais intensa. Por outro lado, Inoue



15
et al. (2003), com o mesmo modelo, observaram menor resposta inflamatoria
pulmonar e persisténcia bacteriana prolongada, tanto no pulmdo quanto no soro,
entre 0s animais com enfisema. O primeiro estudo aponta para um
comprometimento da resposta imune local no enfisema, que compromete o
clearance de patdgenos no pulmé&o. Entretanto, a inflamagdo em resposta a
agressao inalada € mais exuberante nesses animais, 0 que pode significar maior

propensédo ao desenvolvimento de LPA no pulmao enfisematoso.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA

A DPOC é uma enfermidade que se caracteriza pela obstrucdo ao fluxo
aéreo, a qual decorre de alteracfes estruturais das pequenas vias aéreas e/ou do
parénquima pulmonar, cujas participacdes podem variar de paciente para paciente
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). A iniciativa global para DPOC (GOLD),
em sua ultima versao publicada em 2016, define-a, de forma descritiva, como uma
“condicdo comum, passivel de prevencao e tratamento, caracterizada por limitacédo
persistente ao fluxo aéreo, geralmente progressiva, associada a uma resposta
inflamatoria crénica aumentada nas vias aéreas e pulmdes a particulas ou gases
nocivos”. Na definicdo, o documento ainda cita que exacerbagdes e comorbidades
contribuem para a gravidade geral do quadro dos pacientes (GOLD, 2016).

Trata-se de uma doenca comum, cuja prevaléncia varia de regido para
regido, sobretudo em funcéo da prevaléncia do tabagismo, que € seu principal fator
de risco (BUIST; VOLLME; MCBURNIE, 2008). Sua prevaléncia sofre também
variagbes entre os diferentes estudos em fungdo dos critérios usados para seu
diagnostico, que podem ir desde questionarios padronizados até a realizacdo de
espirometria (HALBERT et al., 2006; MENEZES et al.,, 2008). No Brasil, a
prevaléncia da DPOC, avaliada na cidade de Sao Paulo pela aplicacdo de
guestionarios e espirometria em individuos com idade acima de 40 anos, foi de 18%

entre homens (intervalo de confianca de 95% de 14,6% a 21,4%) e de 14% entre
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mulheres (intervalo de confianca de 95% de 10,8% a 17,1%)(MENEZES et al.,
2008).

Além de elevada prevaléncia, a DPOC apresenta altas morbidade e
mortalidade. Ela causa expressivos impactos econdmicos e sociais, com perspectiva
de ser a quinta causa de aposentadoria por doenca no mundo, em 2020
(SEEMUNGAL; HURST; WEDZICHA, 2009). Atualmente a DPOC ¢é a guarta causa
de morte no mundo, havendo projecdes de que se torne a terceira até 2020 (BAKKE
et al., 2011; GOLD, 2016).

A DPOC envolve dois espectros, a bronquite cronica e o enfisema pulmonar,
em funcdo do predominio de acometimento das vias aéreas ou do parénquima
pulmonar. A bronquite crbénica classicamente € caracterizada com bases clinicas,
sendo definida pela presenca de tosse produtiva cronica por pelo menos trés meses,
durante dois anos consecutivos. Ja o enfisema tem sido caracterizado em bases
morfolégicas, sendo definido pela presenca de destruicdo e alargamento dos
espacos aéreos distais, como bronquiolos respiratérios, ductos alveolares e paredes
alveolares, com consequente aumento do espago morto alveolar (GOLD, 2016).

A bronquite crbnica resulta de uma resposta inflamatdria exagerada a
estimulos ambientais nocivos, principalmente a fumaca de cigarro (BARNES, 2004,
KIM et al., 2015). O epitélio das vias respiratérias é heterogéneo, contendo células
ciliadas, células secretoras e células basais, além de uma barreira fisica mucociliar.
A fumacga do cigarro e outros agentes ativam as células epiteliais brénquicas
diretamente ou indiretamente, pela expressdo de receptores como os Toll-like
(TLRs), levando a liberagédo de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias, tais como
interleucina (IL)-6, IL-8, fator de necrose tumoral (TNF)-a, proteina quimiotatica de

mondcitos (MCP)-1, proteina inflamatéria de macrofagos (MIP)-1, proteina induzida
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por interferon gama (INF-y), IL-10 e mediadores derivados do acido araquidénico
(prostaglandinas) (SWAMY et al., 2010; NOAH; ZHOU; JASPERS, 2012; MULLER;
JASPERS, 2012). Estes mediadores recrutam células inflamatérias, incluindo
macrofagos, neutrofilos, linfécitos T CD8+, linfécitos B e células dendriticas, as quais
secretam mediadores adicionais, como espécies reativas de oxigénio e enzimas
proteoliticas (elastase de neutréfilos, metaloproteinases de matriz), além de novas
citocinas, amplificando a inflamacé&o e contribuindo para as alteracdes teciduais que
caracterizam a doenca (MACNEE, 2007).

Nas vias aéreas de maior calibre, as células e as citocinas inflamatoérias
induzem a hiperplasia das células caliciformes e a ativacéo das células basais, com
mudanca da via de diferenciacdo, surgindo metaplasias escamosa e mucosa, 0 que
resulta na hipersecrecédo, marcada clinicamente pela presenca de tosse e producao
de escarro (PARK et al.,, 2007; KIM et al.,, 2015). Ja nas vias aéreas de menor
calibre (<2 mm), sobretudo bronquiolos, as alteracdes mais marcantes sdo o
espessamento da parede em funcdo de infiltrado inflamatoério, constituido por
neutroéfilos, macréfagos e linfécitos T CD8+ (HASEGAWA et al., 2006; HOGG, 2004).
Ao mesmo tempo, citocinas imunomoduladoras, como IL-10 e IL-13, e proteinas
expressas no epitélio das vias aéreas (catelicidina) atuam sobre este processo
inflamat6rio e ativam o reparo através de fatores de crescimento produzidos por
epitélio (fator de crescimento do fibroblasto — FGF e fator de crescimento
transformador-TGF), que sdo capazes de ativar fibroblastos subepiteliais com o
aumento da deposicdo de colageno. Essas alteracbes caracterizam o
remodelamento das pequenas vias aéreas e sdo responsaveis pela obstru¢cdo nao

completamente reversivel ao fluxo aéreo, clinicamente manifesta por dispneia,
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sibilos e hiperinsuflagdo pulmonar (LEE et al., 2002; KRANENBURG et al., 2002;
KRANENBURG et al., 2005; SUM et al., 2014).

No enfisema, as mesmas exposi¢cdes, sobretudo a fumaca do cigarro,
induzem a ativacdo das imunidades inata e adquirida, através da ativacado de TLRs
nas ceélulas epiteliais e macréfagos presentes nos alvéolos. A ativacdo desses
receptores aumenta a expressao do fator nuclear Kappa B nessas células, fator que
pode modular a taxa de transcricdo de muitas citocinas pro-inflamatérias, como IL-
18, IL-6, IL-8, MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos 1), TNF-a, ICAM-1,
responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos, macrofagos e linfocitos CD8+ (DI
STEFANO et al., 2002; BAINES; SIMPSON; GIBSON, 2011).

Os macroéfagos alveolares séo a principal linha de defesa frente as particulas
inaladas e encontram-se aumentados (5 a 10 vezes) em pacientes com enfisema,
em comparacdo com individuos saudaveis, provavelmente por recrutamento de
mondcitos da circulagdo em resposta as citocinas (MCP-1) (JONSSON et al., 1986).
Apesar desta presenca, os macréfagos alveolares dos pacientes com enfisema tém
sua capacidade anti-inflamatéria reduzida (PONS et al., 2005).

Os neutrdéfilos também estdo aumentados no enfisema e tém papel crucial
na sua patogénese ao produzirem mediadores inflamatorios citotdxicos, proteases e
espécies reativas do oxigénio (CAZZOLA; NOVELLI, 2010). Eles sdo recrutados
para o parénquima a partir de mediadores secretados pelas células epiteliais,
macrofagos alveolares e pelos proprios neutrdfilos, com destaque para IL-8 e
leucotrieno B4 (BARNES, 2004). A principal a acdo dos neutrofilos no enfisema se
da pela libragdo de enzimas proteoliticas, como elastase neutrofilica, catepsina G,
proteinase-3, metaloproteinases de matriz (MMP-8 e MMP-9), capazes de lesar a

matriz extracelular, sobretudo suas fibras coldgenas e elasticas (CHURG et al.,
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2007). Entre essas enzimas, destaca-se a elastase neutrofilica, que tem potente
acao catalitica sobre a elastina (STOCKLEY; MANNINO; BARNES, 2009). A
degradacdo da matriz extracelular, além de comprometer a integridade do
parénquima, resulta no recrutamento de neutréfilos e mondcitos, amplificando a
inflamacéo (SHAPIRO et al., 2003; MIN et al., 2011).

Além das proteases, as espécies reativas do oxigénio liberadas diretamente
pela fumaca do cigarro ou por células inflamatorias (macréfagos e neutrofilos),
atuam na destruicdo do parénquima, com reducdo das defesas antiproteoliticas, e
na amplificacdo da inflamacdo (KIRKHAM; RAHMAN, 2006). A destruicdo do
parénquima pulmonar resulta na perda de sustentacdo das pequenas vias aéreas,
que se colabam, contribuindo para a obstrucdo ao fluxo aéreo. A reducdo do
componente elastico secundaria a essa destruicao dificulta a exalacéo, favorecendo
a hiperinsuflacdo. Essas duas alteragbes, obstrucdo ao fluxo aéreo e
hiperinsuflacdo, manifestam-se clinicamente como dispneia (GOLD, 2016).

Os linfécitos também estdo aumentados no enfisema, sobretudo os CD8+
(MACNEE, 2007), e lesam o parénquima pela acdo de perforinas, que criam poros
nas células epiteliais, e de granzimas, que penetram nos poros e induzem apoptose
(SAETTA et al., 2001). Em conjunto, as ceélulas inflamatorias, as proteases e as
espécies reativas toxicas do oxigénio induzem a apoptose de células epiteliais e
endoteliais do parénquima pulmonar, o que contribui para o desenvolvimento do
enfisema (HENSON; VANDIVIER; DOUGLAS, 2006).

Por fim, um importante componente na génese do enfisema é o
remodelamento, deflagrado pelos préprios processos lesivos, com participacdo de
peptideos denominados fatores de crescimento (PARRA et al., 2007). Esses fatores,

tais como TGF-B (fator de crescimento transformante 8), VEGF (fator de crescimento
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endotelial vascular), fator de crescimento derivado de plaquetas fator-B (PDGF-B),
fator de crescimento epidérmico (EGF), promovem a formacdo de tecido de
granulacdo, com proliferacao de fibroblastos e musculo liso, além de angiogénese,
na tentativa de reparo da lesdo (KASAHARA et al.,, 2001; BARNES, 2008).
Infelizmente a reparacdo ndo se da de forma perfeita, havendo deposicédo excessiva
de matriz extracelular, fibrose, formacéao de foliculos linfoides, alteracdes epiteliais,
com comprometimento da funcdo do 6rgéo, sobretudo com limitacdo ao fluxo aéreo

(GOLD, 2016).

2.2 MODELOS ANIMAIS DE ENFISEMA

Modelos animais de enfisema tém sido utilizados para o estudo dos
mecanismos associados com a patogénese da DPOC e para o desenvolvimento de
novas terapias. Os modelos mais utilizados sdo aqueles baseados no desequilibrio
entre protedlise e antiprotedlise. A indugdo do enfisema nestes modelos animais
ocorre pela instilagdo de um agente com potencial proteolitico na via aérea, como a
papaina, a elastase neutrofilica ou a elastase pancreatica de porco (EPP)
(YOKOYAMA et al., 1987; STONE et al., 1990; MACHADO et al., 2014).

Alguns estudos mostraram que uma Unica instilacdo de EPP em ratos foi
capaz de desenvolver enfisema panlobular (DAMON; MAUDERLY; JONES, 1982;
YOKOYAMA et al., 1987). Em um destes estudos os autores avaliaram o efeito de
diferentes doses de EPP na mortalidade, na fungcdo e na morfologia pulmonar em
ratos. Foi observado que a dose Unica de 1.0 Ul/g induziu um modelo satisfatério de

enfisema pulmonar com altera¢cdes funcionais e morfolégicas e com taxa de
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mortalidade de 9% (DAMON; MAUDERLY; JONES, 1982). Outros estudos
mostraram que, quando doses repetidas de EPP sdo administradas, os animais
podem apresentar, além do enfisema, repercussdes sistémicas como perda de peso,
intolerancia ao exercicio e alteracdes cardiovasculares (ANTUNES et al., 2014;
LUTHJE et al., 2009).

As alteracbes pulmonares ocasionadas pela elastase ja foram bem descritas
por alguns trabalhos. Hantos et al. (2008) avaliaram a mecéanica respiratéria apos
trés semanas da instilacdo da EPP e observaram que nos animais com o enfisema
ocorreu elevacao do volume pulmonar associado com aumento do diametro alveolar,
reducdo da elastancia, mas sem alteracdo na resisténcia das vias aéreas. Aléem da
quebra das fibras elasticas, a inducdo do enfisema por EPP pode afetar a matriz
extracelular, que tem a funcdo de sustentacédo das estruturas alveolares e tem como
principais componentes a elastina, o colageno e as proteoglicanas (MORRIS et al.,
1986; DUNSMORE; RANNELS, 1996; FERNANDES; BONACCI; STEWART, 2006).
Neste sentido, Kononov et al. (2001) observaram que as for¢cas mecanicas durante a
respiragdo sdo capazes de causar alteracdo no remodelamento da malha de
colageno o que contribui para a progressao do enfisema. Van de Lest et al. (1995)
observaram que, entre trés horas e sete dias apds a exposicdo a elastase, ocorre
destruicdo de proteoglicanas da matriz extracelular,

Em um estudo recente, Skurikhin et al. 2016 observaram, em um modelo
experimental de enfisema, que as alteracbes da matriz extracelular foram
acompanhadas de mudanca na microcirculacdo e nos tecidos conectivos por
reducdo de precursores angiogénicos e células endoteliais. Paralelamente foi
observado aumento das células de Clara e do nivel de proteina secretada por estas

células nos animais com enfisema. As células de Clara podem diferenciar-se em
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células epiteliais ciliadas, restaurar o epitélio dos bronquiolos, absorver e decompor
toxinas (RICHARDS; OREFFO; LEWIS, 1990). Este aumento das células de Clara
foi atribuido a uma reacdo compensatdria da degradacdo da matriz dos tecidos
conectivos e da perda de células epiteliais pulmonar (SKURIKHIN et al., 2016). Os
autores também observaram que o enfisema foi acompanhado por resposta
inflamatoria, confirmada por infiltrados de linfocitos, macréfagos e neutréfilos nos
pulmdes, além de aumento de citocinas inflamatérias sérica e tecidual apos trés,
sete e 14 dias da inducéo.

Outros trabalhos confirmaram a resposta inflamatoria apos a inducao de
enfisema por elastase em modelos experimentais em uma fase mais aguda.
Vecchiola et al. (2011) estudaram a fase aguda da lesdo induzida pela elastase
(quatro e 12 horas) 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 andlise histologica, encontraram caracteristicas de dano
alveolar difuso, como infiltrado de polimorfonucleares e deposicdo de membrana
hialina. Van de Lest et al. (1995) encontraram achados semelhantes apds trés horas
de instilag&o intratraqueal de EPP em ratos.

Apesar dos resultados confirmarem a inducdo do enfisema apdés a instilagdo
de elastase, estes modelos ndo estdo associados com a instalacdo de bronquite
cronica e, consequentemente, ndo reproduzem completamente a DPOC

(MIRAVITLLES; CALLE; SOLER-CATALUNA, 2012).
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2.3 SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO

A sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) € uma condicdo de
insuficiéncia respiratoria aguda decorrente da lesdo, de natureza inflamatoéria e
difusa, da barreira constituida pelo epitélio alveolar e pelo endotélio, a qual
determina aumento da permeabilidade vascular e disfuncdo do sistema surfactante,
resultando em edema e colapso pulmonar, com consequente reducdo das unidades
alveolares aeradas. Essas alteracdes determinam achados clinicos, radiograficos e
funcionais que compdem o cenario clinico que permite o diagnoéstico da sindrome
(WARE; MATTHAY, 2000).

Os atuais critérios utilizados para o diagnoéstico de SDRA foram definidos em
2012, na chamada Conferéncia de Berlim, e incluem: 1. instalacdo aguda, dentro de
sete dias; 2. presenca de opacidades alveolares bilaterais na radiografia ou
tomografia computadorizada de térax, ndo completamente explicadas por derrame
pleural, atelectasias ou nddulos; 3. faléncia respiratéria ndo completamente
explicada por insuficiéncia cardiaca ou hipervolemia, podendo ser necessaria
avaliacdo objetiva (ex. ecocardiograma) para excluir edema hidrostatico caso
nenhum fator de risco tenha sido identificado; 4. hipoxemia definida por PaO./F O,
menor que 300 cmH,0, estando o paciente recebendo pressao positiva no final da
expiracdo (PEEP) ou pressdo positiva continua nas vias aéreas (CPAP) de pelo
menos 5 cmH,0. De acordo com a intensidade da hipoxemia, a SDRA pode ser
classificada em: leve, com PaO, entre 300 e 200 cmH,O (com PEEP ou CPAP =5

cmH,0); moderada, com PaO, entre 200 e 100 cmH,O (com PEEP = 5 cmH,0); e
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grave, com PaO,; menor que 100 cmH,O (com PEEP = 5 cmH,O) (The ARDS
Definition Task Force. RANIERI et al., 2012).

A SDRA é uma condicao relativamente comum, com incidéncia estimada
entre 7 a 18 casos por 100.000 habitantes por ano (RUBENFELD et al., 2005;
VILLAR et al., 2011). No Brasil, um estudo ja utilizando os critérios da Conferéncia
de Berlim para o diagnéstico de SDRA encontrou incidéncia de 6,3 casos por
100.000 habitantes por ano (CASER et al.,, 2014). Trata-se também de uma
condicdo grave, com taxas de mortalidade que ainda se situam entre 40% a 60%, a
despeito de todos os avancos obtidos nas Ultimas décadas no tratamento do
paciente critico (PHUA et al., 2009; CASER et al., 2014). Em uma coorte
prospectiva, conduzida em 45 UTlIs brasileiras, com 773 pacientes ventilados por
mais de 24 horas, a SDRA ocorreu em 31% dos pacientes, com mortalidade
hospitalar de 52%, enquanto os pacientes que ndo apresentaram a sindrome
tiveram mortalidade hospitalar de 37%. Em andlise multivariada, a SDRA, em suas
formas moderada e grave, constituiu-se em fator de risco isolado para 6bito, com
odds ratios de 1,92 (p = 0,002) e 2,12 (p = 0,045), respectivamente (AZEVEDO et
al., 2013).

Além de elevada mortalidade, a SDRA imp&e grande morbidade a seus
pacientes (HERRIDGE et al., 2016). Sua ocorréncia implica em maior duracdo da
ventilagdo mecénica e internacdo mais prolongada na UTI, periodos em que os
pacientes encontram-se vulneraveis a agressdes cumulativas, associadas ndo s a
SDRA e suas condi¢gfes precipitantes, mas também as manipulagfes terapéuticas e
monitorizacbes a que sdo submetidos, com suas respectivas complicacbes, com
destaque para a pneumonia associada a ventilagdo mecéanica (KALIL et al., 2016) e

a polineuropatia do paciente critico (UNROE et al., 2010). Mais recentemente,
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estudos tém demonstrado que mesmo apdés um a dois anos, pacientes que
sobreviveram a SDRA apresentam comprometimento da funcdo pulmonar e da
capacidade fisica (WEINERT et al., 1997; DAVIDSON et al.,, 1999), limitacdes
motoras decorrentes de problemas articulares e fraqueza muscular (HERRIDGE et
al., 2011), distarbios psiquiatricos como depressao, ansiedade, déficits cognitivos e
de memdria (DAVYDOW et al., 2009; WILCOX et al., 2013; PARKER et al., 2015),
todos resultando em comprometimento importante da qualidade de vida.

A lesdo inflamatoria que resulta na SDRA pode ser secundaria a uma
agressao direta dos pulmdes ou a uma agressdo sistémica, sendo denominadas,
respectivamente, de SDRA pulmonar e extrapulmonar (PELOSI et al., 2003). Dentre
as causas pulmonares estdo a pneumonia, aspiracdo de conteudo gastrico,
contusdo pulmonar, embolia gordurosa, quase afogamento, inalacdo de gases
toxicos e edema de reperfuséo. Ja entre as causas sistémicas destacam-se a sepse,
choque circulatério, politrauma, trauma cranio-encefélico, mdultiplas transfusdes,
pancreatite aguda, queimaduras, circulagdo extracorporea e overdose de drogas
(FOWLER et al., 1983; PEPE et al., 1982; PINHEIROet al., 2011).

Independentemente se a lesdo é originalmente pulmonar ou sistémica, a
SDRA apresenta um padrao temporal de evolugcdo. Numa fase inicial, denominada
exsudativa e que se estende ao longo da primeira semana de evolucao, ha o influxo
de um edema alveolar rico em proteinas, decorrente da quebra da barreira alvéolo-
capilar, tanto em seu componente endotelial, quanto epitelial (THILLE et al., 2013;
LORENTE et al., 2015). Ademais de contribuir para a ocorréncia do edema alveolar,
a leséo da barreira, sobretudo de seu componente epitelial, dificulta a reabsorcéo do
edema formado, que poderia se dar por transporte ativo através das células

epiteliais (MATTHAY; WIENER-KRONISH, 1990; WIENER-KRONISH et al., 1991). A
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lesdo dos pneumdcitos tipo Il compromete a producédo do surfactante, levando ao
colapso alveolar, também caracteristico nesta fase inicial da sindrome, e a
reparacdo do epitélio, que se da por sua diferenciacdo em pneumdocitos tipo |
(GREENE et al., 1999).

A principal célula inflamatéria envolvida nessa fase exsudativa sdo o0s
neutrofilos, conforme demonstrado por acumulo dessas células em lavado
broncoalveolar (PITTET et al., 1997) ou tecido pulmonar obtidos de pacientes nos
primeiros dias de evolucdo (BACHOFEN; WEIBEL, 1982; THILLE et al., 2013), bem
como de diferentes modelos animais de leséo pulmonar aguda (MATUTE-BELLO, et
al., 2011). Eles aderem-se a membrana alvéolo-capilar lesada e a ultrapassam,
alcancando a luz alveolar preenchida pelo edema inflamatorio (WARE; MATTHAY,
2000). A atracdo e a ativacao dos neutréfilos parecem ser mediadas por citocinas
liberadas por macréfagos alveolares, como IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a
(WHEELER; BERNARD, 2007). Uma vez ativados, os neutrdfilos liberam oxidantes,
proteases, leucotrienos, fator de ativacdo plaquetdria e outras moléculas
inflamatorias, amplificando a leséo local (VADASZ; SZNAJDER, 2011).

E nessa fase exsudativa que a SDRA apresenta sua maior expressio
clinica. O edema e o colapso alveolar sdo responsaveis pela grave hipoxemia que
estes pacientes apresentam. Esses alvéolos nao ventilados continuam sendo
perfundidos, o que determina areas de baixa relagdo ventilacdo-perfusdo (V/Q) e
shunt, com consequente hipoxemia. Em situacfes extremas, as alteracdes na V/Q
podem contribuir para a ocorréncia de hipercapnia, embora esta seja uma alteracao
infrequente na SDRA (SHARP; MILLAR; MEDFORD, 2015; PAPAZIAN et al., 2016).
Essas alteracbes também comprometem a mecanica pulmonar, com importante

redugédo da complacéncia, decorrente do edema intersticial e alveolar e do colapso



28

alveolar. Essa reducdo de complacéncia resulta na necessidade de grandes
pressdes para abertura, durante a inspiracéo, das unidades fechadas (JANZ; WARE,
2014). Outra alteracdo funcional comum na SDRA é a hipertensdo pulmonar
secundaria, sobretudo, a vasoconstricdo dos vasos pulmonares adjacentes aos
alvéolos nao ventilados, portanto com baixas tensdes de oxigénio (RYAN; FROLICH,
2014). Em conjunto, essas alteracbes sdo responsaveis pelas manifestacdes
clinicas da SDRA, caracterizada por dispneia, taquipneia e sinais de maior esforco
ventilatorio, achados que se somam aqueles associados a condicdo de base que
originou a leséo pulmonar. Completam o quadro a hipoxemia e suas manifestacoes
e 0os achados de imagem de edema e colapso alveolar.

A segunda fase da SDRA é denominada fibroproliferativa, cujas alteracées,
embora possam iniciar-se ja na primeira semana, Sdo mais marcantes nas segunda
e terceira semanas de evolucdo (THILLE et al.,, 2013). Nesta fase ha acumulo de
miofibroblastos e producdo de matriz extracelular no interior dos alvéolos, que ficam
preenchidos por tecido conjuntivo frouxo, com neoformacédo vascular associada. Nas
paredes alveolares ocorre hiperplasia de pneumdcitos tipo Il e acimulo de colageno
e fibronectina (ROCCO et al., 2009). A essa fase, em alguns pacientes, segue-se a
ocorréncia de fibrose, descrita como presente em até 55% dos casos de necropsia
realizada em pacientes que faleceram apdés trés semanas de evolugcdo (MEDURI,
1993). Por outro lado, estudos que seguem 0S pacientes que sobreviveram ao
processo, mostram recuperacao funcional e resolucdo das alteracdes tomogréficas
ao longo de um ano, mostrando a reversibilidade das alteragbes (HERRIDGE et al.,
2003).

A intensidade da fase proliferativa e sua evolucdo para fibrose e nao para

resolucdo imediata parecem ser fatores de pior prognostico na SDRA. Ela decorre
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da migracdo de fibroblastos e de outras células mesenquimais, como o0s
miofibroblastos, para as areas lesadas e da secrec¢ao, pelos mesmos, de colageno e
outras proteinas da matriz extracelular (ROCCO et al., 2009). A migracao e ativacao
dos fibroblastos parecem ser mediadas pelos macréfagos alveolares, que se
encontram aumentados nessa fase da SDRA e produzem mediadores inflamatérios
(IL-10, IL-4, IL-13) e de crescimento (fator de crescimento transformador 3 e o (TGF-
B e TGF-o); fator de necrose tumoral, TNF-a; fator de crescimento derivado de
plaguetas, PDGF; fator de crescimento de fibroblastos, FGF; fator de crescimento
insulina-like, IGF) (HENKE et al.,, 1993). Cria-se assim um desbalanco entre
moléculas pro-fibroticas, sobretudo TGF-3, e antifibréticas, como PGE2 e interferon-
y (INF-y), com predominio das primeiras (MADTES et al., 1998).

Mais recentemente tem sido reconhecido o papel da lesdo epitelial na
evolucdo da SDRA para a fase fibroproliferativa e fibrose. O desnudamento do
epitélio € reparado por pneumdacitos tipo I, que podem se diferenciar em
pneumacitos tipo | ou em fibroblastos, e por células mesenquimais (KIM et al., 2006).
Além da lesao direta, os pneumacitos tipo Il sofrem apoptose induzida sobretudo por
TGF-B, dificultando a reconstituicdo epitelial, favorecendo a fibroproliferacédo
(KUWANO et al., 2007). O reconhecimento da intensidade da fase fibroproliferativa
como marcador de gravidade abre perspectivas para utilizacdo de alguns
marcadores evolutivos da SDRA, com destaque para o pré-colageno tipo-lll, cuja
expressdo estd aumentada em formas mais graves ou quando a ventilacao

mecanica esta sendo ofertada de forma lesiva (GARCIA et al., 2004).
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2.4 MODELOS ANIMAIS DE LESAO PULMONAR AGUDA

Modelos animais de LPA tém sido utilizados para o estudo da patogénese da
SDRA, bem como os efeitos de novos tratamentos e estratégias ventilatorias. O
modelo animal de LPA deve englobar idealmente uma ou mais caracteristicas
observadas na LPA em humanos, como inicio rapido apés o insulto,
comprometimento funcional pulmonar, evidéncia de lesdo no parénquima pulmonar
por meio da histologia, resposta inflamatéria e aumento da permeabilidade da
membrana alveolocapilar. Como existe baixa probabilidade de se encontrar todas
estas alteracbes em um modelo animal de LPA, a principal consideracéo para a sua
escolha deve ser o objetivo da pesquisa experimental a ser abordada (MATUTE-
BELLO et al., 2011).

Entretanto, nenhum destes modelos consegue apresentar todas as
caracteristicas da SDRA observadas nos humanos. Existem importantes diferencas
entre modelos experimentais e humanos quanto a anatomia, fisiologia, imunologia e
também quanto ao contexto em que ocorre a LPA. Roedores tém a parede alveolar
e a barreira alvéolo-capilar menos espessas quando comparados aos humanos e
suas vias aéreas apresentam menor numero de ramificacdes até o bronquiolo
terminal (HOFMANN; KOBLINGER; MARTONEN, 1989). Ratos possuem menos
neutrofilos e esses produzem menos espécies reativas de oxigénio (JOHNSON et
al., 1999). Segundo as recomendacdes de um comité organizado pela American
Thoracic Society, o quadro de LPA em um modelo animal deve ser definido quando

pelo menos trés dos seguintes achados estiverem presentes: evidéncia histolégica



31

de lesédo tecidual, alteracdo na barreira alvéolo-capilar, presenca de resposta
inflamatoria e evidéncia de disfuncao fisiologica (MATUTE-BELLO et al., 2011).

Varios modelos sado utilizados para induzir a LPA em animais, sendo que a
lesdo pulmonar induzida pela ventilacdo (LPIV), a instilacdo de bactérias vivas e a
administracdo de endotoxina representam o0s que tém sido mais comumente
utilizados (MATUTE-BELLO et al., 2011). Outros modelos incluem acido oleico por
via intravenosa, hiperoxia, aspiracdo de acido cloridrico, deplecdo de surfactante,
isquemia e reperfuséo, ligacdo e perfuracédo do ceco, entre outros (MATUTE-BELLO
et al., 2008).

Nos modelos de LPIV é empregada a ventilacdo mecanica com volume
corrente (VT) elevado e/ou altas pressdes inspiratorias, com 0 uso ou nao de
presséao positiva no final da expiracdo (MATUTE-BELLO et al., 2011). Estes modelos
apresentam caracteristicas tipicas de lesdo tecidual como: espessamento intersticial,
infiltrados de neutréfilos nos alvéolos, aumento da permeabilidade capilar,
recrutamento de células inflamatorias, além de hipoxemia (TSUNO et al.,, 1991;
PARKER et al., 1998; YOSHIKAWA et al., 2005; LOPEZ-AGUILAR et al., 2010;
REIS et al.,, 2016). No estudo conduzido por HENZLER et al. (2011), os autores
observaram que o dano alveolar difuso ocorre de forma mais significativa no modelo
de LPIV, quando comparado com outros dois modelos de LPA (aspiracao de acido e
deplecéo de surfactante).

A inalacdo por aerossol, instilacdo intranasal direta, endotraqueal ou
endobrénquica de bactérias representam modelos amplamente utilizados para o
estudo de pneumonia em animais por gerar uma infeccdo pulmonar. Estes modelos

sdo acompanhados de leséo tecidual e inflamacéo (MIZGERD; SKERRETT, 2008).
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O modelo animal que emprega a endotoxina de bactéria gram-negativa, o
lipopolissacaride (LPS), simula a LPA na septicemia, quando administrado pelas vias
peritoneal e venosa, e na pneumonia, quando administrado por via direta,
intratraqueal. O LPS é um lipoglicideo encontrado na membrana externa, sendo
responsavel por modelar a leséo causada por infeccao bacteriana (MATUTE-BELLO
et al., 2008). Quando o LPS é administrado em animais por via intratraqueal,
endovenosa ou intraperitoneal, é capaz de reproduzir 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).

O modelo de endotoxina € acompanhado de lesao tecidual consideravel, o
que pode ser evidente em curto intervalo de tempo e € caracterizado por acumulo de
neutrofilos no espaco alveolar e intersticial, espessamento de parede e presenca de
edema e debri protéico no espaco alveolar (MEYRICK et al.,, 1983; ROTTA;
STEINHORN, 1998; FONSECA, 2015). Este modelo é acompanhado de resposta
inflamatoria sistémica e pulmonar precoce de forma mais robusta em relagdo ao
modelo de LPIV (LOPEZ-AGUILAR et al., 2010). O inicio da resposta inflamatoria e
0 aumento da permeabilidade epitelial neste modelo estdo associados a ativagdo da
resposta imune inata pelo receptor TLR4 (MARTIN; MATUTE-BELLO, 2011). Logo
apos a instilagdo intratraqueal de LPS, ocorre aumento de células no lavado
broncoalveolar e elevagcdo de citocinas como TNF-a, IL-6, IL-8, entre outras
(MATUTE-BELLO et al., 2008).

No estudo conduzido por Domenici-Lombardo et al. (1995), foi avaliado o
desenvolvimento da LPA, apés 12, 24 e 48 horas da instilagéo intratraqueal de LPS
em ratos, utilizando parametros morfoldgicos e hematoldgicos, além de imagens por

tomografia computadorizada. Apés 12 horas, foram observados neutréfilos nos
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capilares do septo interalveolar e mondcitos tanto no interior dos capilares quanto no
espaco intersticial. Com 24 horas, o quadro se alterou progressivamente e cursou
com hipoxemia, hipercapnia e acidose, infiltrado difuso e heterogéneo bilateral na
tomografia computadorizada e macrofagos no espaco alveolar. Apés 48 horas, 0s
neutrofilos estavam presentes no intersticio septal e os macréfagos eram numerosos
no alvéolo, onde também se observou deposicdo de fibrina. Estes autores ainda
observaram pela microscopia eletrbnica que o recrutamento de mondcitos do
sangue, seguido da sua diferenciacdo em macrofagos, ocorre rapidamente apds a

instilacdo de LPS, liberando citocinas quimioatrativas para neutrofilos.

2.5 INTERACAO ENTRE ENFISEMA E SINDROME DO DESCONFORTO

RESPIRATORIO AGUDO

O enfisema, como ja discutido, € uma doenga de natureza inflamatdria, fato
comprovado pela presenca de numero aumentado de leucécitos no escarro e na
biopsia pulmonar de pacientes com este diagnéstico (FINKELSTEIN et al., 1995;
RETAMALES et al., 2001; BAINES; SIMPSON; GIBSON, 2011). Na verdade este
estado inflamatério ndo se restringe aos pulmdes, sendo evidenciados niveis
elevados de citocinas no soro desses pacientes (WOUTERS; CREUTZBERG;
SCHOLS, 2002; KARADAG et al.,, 2008; BAINES; SIMPSON; GIBSON, 2011,
AGUSTI et al., 2012).

A despeito do aumento das células inflamatorias nos pulmbes e das

citocinas no sangue, alguns estudos sugerem comprometimento da resposta imune,
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sobretudo a inata, em pacientes com enfisema, o que pode prejudicar a defesa
contra a agressdo de outros patégenos (SCHLEIMER, 2005; SHAYKHIEV;
CRYSTAL, 2013). Isso acontece, por exemplo, em relagcdo aos macrofagos, que séo
células que tém a funcdo de reconhecer e fagocitar particulas patogénicas inaladas
e células apoptdticas e, a partir dai, ativar a resposta imune (BARNES, 2004). No
enfisema, os macrofagos, apresentam capacidade reduzida para fagocitar e depurar
células apoptoéticas e patbgenos comuns na DPOC como Haemophilus influenzae,
Escherichia coli e Streptococus pneumoniae, (HODGE et al., 2003; BERENSON et
al., 2006; PANG et al.,, 2008; TAYLOR et al.,, 2010). Eles ainda exibem menor
capacidade de liberar citocinas, tais como TNF-a, IL-1B, IL-8 e IL-10, quando
estimulados por antigenos bacterianos (BERENSON et al., 2006), e de promover
quimiotaxia de neutrdfilos quando estimulados por LPS (KAUR; SINGH, 2013).

A funcéo neutrofilica também esta prejudicada na DPOC, havendo menor
capacidade quimiotética (SAPEY et al., 2011) e maior liberacdo de proteinases apos
ativacdo, o que contribui com maior lesédo tecidual a partir de um estimulo nocivo
(OWEN et al., 1995). Outras altera¢des nas células inflamatoérias na DPOC incluem:
maior predisposicdo a apotose dos linfocitos T (HODGE et al., 2003), menor
atividade citotéxica de células natural killer, menor capacidade de fagocitose de
mondcitos e neutrofilos circulantes (PRIETO et al., 2001).

Essas alteracdes imunolégicas pulmonares e sistémicas presentes no
enfisema podem interferir na LPA presente na SDRA, visto que esta também
decorre de respostas imunes e inflamatérias a partir de insultos pulmonares ou
sistémicos, com consequente lesdo da membrana alvéolo-capilar. 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 et al., 1996) e,
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epidemiologicamente, ja se demonstrou a associacdo entre tabagismo e a
ocorréncia de SDRA (CALFEE et al.,, 2011; TOY et al., 2012). Outros autores
encontraram a DPOC como fator associado a maior incidéncia de SDRA
(VEERAVAGU et al., 2013; RINCON et al., 2014; VEERAVAGU et al., 2014).

A relacdo entre enfisema e LPA ja foi estuda em alguns modelos
experimentais. Tokairin et al. (2008) observaram que camundongos com enfisema
induzido por elastase apresentaram, apds a inoculacdo intratraqueal de
Streptococus pneumoniae, resposta inflamatéria mais intensa, com maior expressao
dos receptores TLR-2 e TLR-4 nos macréfagos alveolares. Por outro lado, Inoue et
al. (2003), com o mesmo modelo, observaram menor resposta inflamatoria pulmonar
e persisténcia bacteriana prolongada, tanto no pulmé&o quanto no soro, entre os
animais com enfisema. Outros autores mostraram que animais com enfisema
apresentam menor capacidade de depuragdo de Haemophilus influenzae, quando
instilados por via traqueal, mesmo que apresentem maior resposta inflamatoria
(PANG et al., 2008; SAJJAN et al., 2009; WANG et al., 2010; GANESAN et al.,
2012). Esses estudos apontam para comprometimento da resposta imune local no
enfisema, que afeta o clearance de patdogenos no pulméo. Entretanto, a inflamacéo
em resposta a agressdo inalada € mais exuberante nesses animais, 0 que pode
significar uma maior propensao ao desenvolvimento de LPA no pulméo
enfisematoso.

Esses estudos experimentais e clinicos apontam para uma interacdo entre a
presenca de enfisema e a resposta pulmonar a insultos agudos. Entretanto, seus
resultados ndo sdo homogéneos, o que nos motivou a avaliar a resposta a instilagéo

pulmonar de LPS em ratos com enfisema pulmonar induzido por elastase.
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3 HIPOTESES

HO: A presenca de enfisema néo influencia o desenvolvimento da LPA induzida por

LPS intratraqueal.

H1: A presenca de enfisema influencia o desenvolvimento da LPA induzida por LPS

intratraqueal.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Comparar o desenvolvimento da LPA induzida por LPS intratraqueal em ratos

Wistar com e sem enfisema induzido pela administracdo de elastase.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o desenvolvimento da LPA induzida por LPS intratraqueal em

ratos Wistar com e sem enfisema a partir da analise da:

a) Histopatologia pulmonar;

b) Contagem total e diferencial de células no lavado broncoalveolar;

c) Expressdo do mRNA das citocinas IL-6, TNF-a, and CXCL2 no lavado
broncoalveolar;

d) Gasometria;

e) Permeabilidade pulmonar.
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5 METODOS

5.1 ANIMAIS

Neste estudo experimental foram utilizados 24 ratos Wistar adultos,
previamente saudaveis, com peso de 312,3 + 31,9 g, provenientes do Biotério do
Centro de Biologia da Reproducdo 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 Experimentacédo 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 niumero 026/2014 (ANEXO A).

5.2 CONDICOES DE ALOJAMENTO

Todos os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, cobertas com
camas de maravalha selecionada (n&o esterilizada), dotadas de cocho para racao 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 o procedimento experimental. Os armarios

localizavam-se em alojamento com l|ampadas incandescentes, controladas
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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.

5.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.3.1 Protocolo para inducédo 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 célculo das doses das
medicacOes utilizadas. A seguir os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de
ketamina (BioChimico, Brasil) e 8 mg/kg de xilazina (Rhobifarma, Brasil), ambas por
via intraperitoneal. Estas doses foram suficientes para manter o animal em plano
anestésico, caracterizado pela supressdao do reflexo corneo-palpebral, por
aproximadamente uma hora.

Os animais ja anestesiados foram colocados em decubito dorsal em mesa
cirurgica aquecida (Heat Pad EFF422, Reino Unido). Os membros superiores foram
fixados com fita adesiva a 90° em relagcdo ao corpo e os inferiores, estendidos
paralelamente ao corpo. Apds o 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 pescoc¢o, 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 instilagdo, conforme a randomizacao, de 12 unidades de
EPP (Elastase, Porcine Pancreas, Calbiochem, EUA) diluidas em 0,15 ml de solucéo
tampao fosfato (PBS), ou do mesmo volume de PBS. A pele foi entdo suturada com
fio Nylon 3-0 (Polysuture SP420, Brasil). Apdés a cirurgia, 0os 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 inducéo da lesdo pulmonar aguda

Trés semanas apds a administracdo da elastase, os animais foram
novamente randomizados para receber, por via intratraqueal, LPS (Escherichia coli
lipopolysaccharides - 055:B5, Sigma — Aldrich, Israel) na dose de 2 mg/Kg (GROSS,
Christine M. et al, 2015) ou o mesmo volume de solucéo fisioldgica estéril a 0,9%
(SF). Os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos

anteriormente para a administracéo de EPP.

5.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

A partir da randomizacao realizada para instilagédo intratraqueal de EPP ou
PBS e para a infusdo intratraqueal de LPS ou salina, foram constituidos quatro

grupos (Figura 1):
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a) grupo controle (G-C);
b) grupo leséo pulmonar aguda (G-LPA);
c) grupo enfisema (G-E);

d) grupo enfisema e lesdo pulmonar aguda (G-E-LPA).

Ratos Wistar

n=24
‘], Randomizacgao ‘]/
PBS 0,15 ml (i.t.) EPP 12 UI (i.t.)
n=12 n=12
‘l/ Randomizacgao ‘l/ ‘l/ Randomizacéo ‘]!
SF 0,5 ml (i.t) LPS 2 mg/kg (i.t.) SF 0,5 ml (i.t) LPS 2 mg/kg (i.t.)
n==6 n==6 n==6 n=6

Grupo controle
(C-G)
n==6

Grupo leséo
pulmonar aguda
(G-LPA)
n==6

Groupo enfisema
(G-E)
n==6

Grupo enfisema e
lesdo pulmonar
aguda (G-E-LPA)

n=6

FIGURA 1: Desenho da alocacdo de grupos experimentais. EPP = elastase

pancreatica porcina; i.t. = Intratraqueal; LPS = lipopolissacarideo; PBS = solucao

tampao fosfato; SF = solucéo fisioldgica.

5.5 COLETA DE SANGUE ARTERIAL, EUTANASIA E REMOCAO DOS PULMOES
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Vinte e quatro horas apds 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
exposicao 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 ventilacdo
mecanica, para estabilizacdo, com 0s seguintes parametros: modo ventilatorio
volume-controlado, VT de 6 ml/Kg, frequéncia respiratdria (FR) de 80 incursées por
minuto, relacédo inspiracdo:expiracdo (I:E) de 1:2, FIO, de 100% e PEEP de 5
cmH,0. Ao término de 10 minutos de ventilagdo mecéanica, foi coletado sangue pelo
cateter inserido na carétida e os animais foram submetidos a eutanasia por
exsanguinacao através do mesmo cateter.

Para manutengdo dos pulmdes insuflados ap6s suas retiradas do térax, foi
realizada pausa inspiratoria no ventilador e a traqueia foi ocluida por fio de algodao.
O torax foi aberto, a parede tordcica anterior removida, a por¢cdo abdominal do

esOfago identificada e isolada, sendo presa por uma pin¢ca hemostatica. As
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estruturas do pescoco foram dissecadas, permitindo a liberagdo das vias aéreas. A
pinca presa ao esodfago 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 esdfago e o coracdo
separados dos pulmbes e das vias aéreas por leve tracdo, restando apenas o0s
pulmdes e as vias aéreas. O brénquio fonte direito foi ocluido por um fio de algodao
e o lobo superior do pulméao direito foi utilizado para o PCR e o inferior foi mantido
insuflado para analise histologica, enquanto o pulmé&o esquerdo foi utilizado para o

LBA.

5.6 VARIAVEIS ANALISADAS

5.6.1 Histopatologia

O lobo inferior do pulmao direito, mantido inflado, foi separado do restante
do 6rgao e fixado em formaldeido tamponado a 10% por 72 horas. Posteriormente,
as amostras foram submetidas a banhos em uma série crescente de &lcool etilico e
diafanizadas em xilol para posterior impregnacéo em parafina. Foram obtidos cortes
longitudinais do parénquima pulmonar do lobo inferior, com 4 ym de espessura.
Apds a montagem do material em laminas de vidro, os mesmos foram corados com
hematoxilina-eosina para analise histopatolégica do enfisema e da LPA. Foram

realizados novos cortes no material histolégico do grupo controle e grupo enfisema e
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corados pelo o método de Verhoeff-Van Gieson para evidenciar as fibras elasticas.
Os cortes histolégicos foram desparafinadas, hidratadas e colocadas durante 15
minutos em solucédo contendo 4ml de hematoxilina alcoolica 5%, 4ml cloreto férrico
10% e 4ml de iodo de Verhoeff. Apds a coloragéo, os cortes foram lavados em agua
corrente e em seguida realizada e diferenciacao utilizando a solucado de cloreto
férrico 2% para evidenciar as fibras elasticas. Para contracorar foi utilizada a solucéo
de Van Gieson durante 5 segundos. A solucdo de Van Gieson é constituida por: 360
mL de acido picrico, 40 mL de fucsina acidal%, 400 ml de agua destilada.
Posteriormente os cortes histolégicos foram rapidamente desidratados em alcool
etilico em graus crescentes, diafanizados através de xilol e cobertos por laminulas
As fibras elasticas nesta coloracdo aparecem em preto (BLACK, Peter N. et al,
2008). Todas as laminas foram analisadas por um patologista sem conhecimento

dos grupos experimentais.

5.6.1.1 Morfometria para quantificacéo do enfisema pulmonar

Para a quantificagdo do enfisema, foi realizada a morfometria para a
determinacdo do didmetro alveolar médio (Lm) nas l|aminas coradas com
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 microscépio de luz convencional (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) e cada

campo foi fotografado utilizando o programa Axiovision semiautomatico versdo 4.5
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para Windows (Zeiss, Jena, Alemanha) (figura 2). O Lm foi determinado pela

seguinte férmula (equacéo 1):

Lm = Ltot

Li

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

as estruturas alveolares interceptaram as retas.
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FIGURA 2: Reticulo com 100 pontos e 50 linhas para morfometria. Corte histologico

de parénquima pulmonar corado com H&E, aumento final de 100 X.

5.6.1.2 Avaliagdo da leséo pulmonar
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Para avaliacdo da LPA, o escore de lesdo pulmonar recomendado pela ATS
(MATUTE-BELLO, et al.,, 2011) foi determinado utilizando o microscopio de luz
convencional (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha). Neste escore foram avaliados os
seguintes parametros: numero de neutréfilos no intersticio (incluindo aqueles
proximos aos capilares); numero de neutrofilos no espaco alveolar; formacédo 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 férmula, que aplica
pesos para cada variavel, com base em sua relevancia na caracterizacdo da lesao

pulmonar (equagéo 2).

TABELA 1: Escore de lesdo pulmonar preconizado pela American Thoracic Society Society

Escore por campo
Parametros 0 1 2
A. Neutrofilos 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
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FONTE:MATUTE-BELLO, G. et al., 2011.

Equacéo 2:

[(20xA)+(14xB)+(7xC)+(7xD)+(2xE)]
Numero de campos x100

Escore=

5.6.2 Lavado broncoalveolar

Para obtencdo do LBA, o brénquio fonte esquerdo 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 leucdcitos foi realizada em uma camara de Neubauer
sob microscopio Optico (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) apds a diluicdo das
amostras em uma solugdo 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.

5.6.3 Extracao de RNA ereal time PCR (qPCR)

O lobos superiores direitos dos pulmbes foram removidos e pequenos
fragmentos foram obtidos. Estes fragmentos foram transferidos para criotubos para
trabalhos em criogenia até -196°C livres de RNase e DNase, DNA e inibidores de

PCR, com 1ml de Trizol (Invitrogen, EUA). Esta solucéo de trizol é capaz de extrair o


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matute-Bello%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21531958
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o RNA total, as amostras permaneceram congeladas em freezer -80°C por
aproximadamente 30 dias. Posteriormente foram descongeladas e seguiu-se a
separacao de fases por cloroférmio e isopropanol. A concentracdo de RNA extraido
foi obtida utilizando o NanoDrop™ 1000 Espectrofotdmetro (Thermo Scientific, EUA).
Em seguida, 2ug de RNA total foi transcrito a DNA complementar (cDNA) utilizando
o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA),
seguindo as orientacdes do fabricante.

Para a reacédo de qPCR foram utilizados primers dos genes: IL-6, TNF-a e
CXCL2. Todos os primersforam desenhados em diferentes éxons, para evitar a
possibilidade de contaminacdo com DNA gendmico utilizando o programa Primer
BLAST (NCBI, 2012).

Através dos resultados das curvas padrao para determinacédo da eficiéncia
dos primers (eficiéncia aceitavel superior a 90%), padronizou-se a utilizacdo da
diluicdo de 1:5 de cDNA para todas as amostras. As reacgdes foram feitas no volume
final de 10puL, contendo 2,6uL de agua ultrapura, 1,4pL da mistura de um dos pares
de primers Foward e Reverse de cada gene, 1 uL de cDNA diluido e 5 yL de SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems).

O ensaio de gPCRifoi realizado no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, EUA) nas seguintes condi¢des: 40 ciclos; em cada
ciclo, desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, desnaturagédo a 95°C por 15
segundos, anelamento dos primers e extensdo a 60 °C por 1 minuto. Cada amostra
foi feita em duplicata, e como controle negativo para a reacdo de gPCR foram
utilizados pocos que continham o mix da reacdo mais 0s primers, na auséncia do
template (cDNA). A analise das curvas de melting e de dissociacao foi feita ao final

de cada corrida como controle da qualidade da amplificacao génica.
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Para analise da expressao génica através de gPCRfoi utilizado o método
Delta-Delta Ct (AACt) (Livak & Schmittgen, 2001). Calculou-se inicialmente o ACT de
cada amostra, subtraindo-se os valores de CT (threshold cycle ou limiar do ciclo) do
gene controle (B-actina) dos valores de CT do gene alvo. Apds determinacdo do
ACT da amostra, escolheu-se como amostra normalizadora o cDNA dos animais
controle. Para o calculo do AACT utilizou-se a formula seguinte: [ACT (amostra) —
ACT (amostra normalizadora)]. Uma vez determinado o AACT, aplicou-se a férmula

22CT "que resultou no valor da expressdo génica relativa.

5.6.4 Trocas gasosas

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

bicarbonato (HCO3).

5.6.5 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
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bromocresol (Labtest Diagnostics, Brasil). A razdo albumina do LBA/albumina do

soro foi entdo determinada.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Os dados paramétricos foram expressos como média = desvio padrdo, enquanto os
dados ndo paramétricos foram expressos como mediana (intervalo interquartil). Os
dados paramétricos foram analisados pela analise 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 analises repetidas. A
diferenca foi considerada estatisticamente significante com resultado de p < 0,05.
Todas as andlises 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 discussao serdo apresentados sob a forma do artigo
intitulado  “Acute lung injury in response to intratracheal instillation of
lipopolysaccharide in an animal model of emphysema induced by elastase”

(Apéndice A), o qual foi submetido a revista Lung (Anexo B).



52

7 CONSIDERACOES FINAIS

A forma como pulmbes com enfisema respondem a LPA ndo é bem
conhecida. E possivel que as alteracées estruturais e imunologicas promovidas pelo
enfisema nos pulmdes modifiquem a resposta dos mesmos a LPA e, desta forma,
influenciem no desenvolvimento de SDRA. Neste estudo foi comparado o
desenvolvimento da LPA induzida por LPS intratraqueal em ratos Wistar com e sem
enfisema induzido pela administracéo de elastase.

O enfisema foi induzido por instilacéo intratraqueal de EPP que ocasionou
alteracdes histoldgicas e morfologicas compativeis com as do enfisema panacinar.
Os animais dos grupos enfisema apresentaram maior Lm e auséncia de fibra
elastica nas paredes das pequenas vias aéreas e alvéolos, comprovando a eficacia
do modelo. Aléem disso, a instilacdo EPP foi acompanhada de maior resposta
inflamatoéria no BAL, principalmente por aumento de macrofagos.

Neste estudo, a instilacdo intratraqueal LPS gerou LPA nos ratos com e sem
enfisema. Os animais do grupo LPA apresentaram maiores scores de lesao
pulmonar, confirmado por elevado espessamento da parede alveolar, maior inflitrado
de neutréfilos no intersticio e nos alvéolos, além de elevados debri protéicos nos
espacos aéreos. Estes animais também apresentaram maiores contagens de células
totais, neutréfilos e macroéfagos no BAL e maior expressao de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6 e TNF-a) e quimiotaticas para neutrofilos (CXCL-2).

Quando os dois grupos com LPA foram comparados, 0s animais com
enfisema apresentaram tendéncia a maior inflamacédo em resposta ao LPS como

demonstrado por maior contagem total e diferencial de células no LBA, e maior
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score de lesao pulmonar. Entretanto, as diferengas nao foram estatisticamente

significativas.
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8 CONCLUSAO

Foi demonstrado que a presenca de enfisema associou-se a uma tendéncia
de aumento da resposta inflamatoria pulmonar secundaria a instilacédo intratraqueal

de LPS.
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