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RESUMO

Pires-Neto RC. Envolvimento das pequenas vias aéreas na Sindrome do
Desconforto Respiratorio Agudo: papel da inflamacgdo, das alteracbes do
surfactante e da apoptose de células epiteliais [tese]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2011. 79p

Alguns estudos sugerem que as pequenas vias aéreas tém um papel
importante na fisiopatologia da lesdo pulmonar aguda/ sindrome do
desconforto respiratério agudo (LPA/SDRA). O epitélio respiratério que
reveste as vias aéreas € capaz de liberar mediadores inflamatérios e esta
relacionado ainda com a producdo de surfactante nas vias aéreas. Até o
presente momento, existem poucos estudos que avaliaram se estas funcdes
do epitélio que reveste as pequenas vias aéreas encontram-se alteradas na
SDRA. No presente estudo, n6s mensuramos a expressao da proteina de
surfactante (PS) A e PS-B, a expressdo de citocinas inflamatérias
interleucina (IL)-6 e IL-8, e um indice de apoptose do epitélio que reveste as
pequenas vias aéreas de pacientes com SDRA que foram submetidos a
autopsia e comparamos estes resultados com os de individuos controle.
Foram incluidos no estudo pulmdes de autdpsia de 31 pacientes com SDRA
(PaO,/Fi0,<200, 45+14 anos, 16 homens) e 11 controles (52+16 anos, 7
homens). A expresséo de IL-6, IL-8, PS-A e PS-B no epitélio das pequenas
vias aéreas (diametro<2.0mm) foi verificada através de reacbes de
imunohistoquimica e andlise de imagem. O indice de apoptose epitelial das
vias aéreas foi avaliado através do método de TUNEL e da expressao de
FAS/FASL. Avaliou-se ainda a densidade de células inflamatérias positivas
para IL-6 e IL-8 na parede das pequenas vias aéreas. As vias aéreas dos
pacientes com SDRA apresentaram maior expressao epitelial de IL-8
(p=0.006) e maior densidade de células inflamatoérias expressando IL-6
(p=0.004) e IL-8 (p<0.001) quando comparadas com o grupo controle. Nao
houve diferencas na expressao epitelial de PS-A e PS-B ou no indice de
apoptose epitelial entre os grupos SDRA e controle. Nossos resultados
mostram que as pequenas vias aéreas participam da inflamag&o pulmonar
de pacientes com SDRA, caracterizada pelo aumento na expressao de
interleucinas pro—inflamatdrias tanto em células inflamatérias da parede da
via aérea quanto no epitélio. Nossos resultados sugerem ainda que a
apoptose ndo é um mecanismo importante de morte de células epiteliais das
vias aéreas de pacientes com SDRA.

Descritores: 1. Sindrome do desconforto respiratorio agudo 2. Epitélio
respiratorio 3. Citocinas 4. Proteinas associadas a surfactantes pulmonares
5. Apoptose



SUMMARY

Pires-Neto RC. Expression of acute phase cytokines, surfactant proteins,
and epithelial apoptosis in small airways of human ARDS [thesis] Sado Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2011. 79p

Recent studies suggest a role for distal airway injury in the pathophysiology
of human ALI/ARDS. The epithelium lining the airways modulates airway
function secreting a large number of molecules such as surfactant
components and inflammatory mediators. So far, there is little information on
how these secretory functions of the small airways are altered in ARDS. In
the present study we assessed the airway expression of surfactant protein
(SP) A and SP B, the expression of inflammatory cytokines IL-6 and IL-8,
and an index of airway epithelial apoptosis of patients with ARDS submitted
to autopsy and compared the results with those of control subjects. We
studied autopsy lungs of 31 ARDS patients (PaO,/FiO0,<200, 45+14 years,
16 males) and 11 controls (52+16 years, 7 males). Using
immunohistochemistry and image analysis, we quantified the expression of
IL-6, IL-8 and SP-A and SP-B in the epithelium of small airways
(diameter<2.0mm). Airway epithelial apoptosis index was obtained with the
TUNEL assay and FAS/FASL expression. We also quantified the density of
inflammatory cells expressing IL-6 and IL-8 within the small airway walls.
ARDS airways showed an increase in the epithelial expression of IL-8
(p=0.006) and an increased density of inflammatory cells expressing IL-6
(p=0.004) and IL-8 (p<0.001) when compared to controls. There were no
differences in SP-A and SP-B epithelium expression or in epithelial apoptosis
index between ARDS and controls. Our results show that the distal airways
are involved in ARDS lung inflammation with higher expression of pro-
inflammatory interleukins in both airway epithelial and inflammatory cells.
Our results also suggest that apoptosis is not a major mechanism of airway
epithelial cell death in ARDS.

Descriptors: 1. Acute respiratory distress syndrome 2. Respiratory
epithelium 3. Cytokines 4. Surfactant protein 5. Apoptosis
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1.1 Definicéo

A primeira descricdo oficial da sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA) data de 1967 quando Ashbaugh et al, descreveram uma
série de 12 casos com instalacdo aguda de dispnéia, taquipnéia, cianose
refrataria a oxigenioterapia, diminuicdo da complacéncia pulmonar e
infiltrado alveolar difuso na radiografia de torax.

A partir de sua primeira descricdo, algumas definicbes foram sugeridas
para melhorar a sensibilidade e a especificidade do seu diagndstico tais
como a escala de Murray (Murray et al., 1988) e a definicdo de Delphi
(Ferguson et al.,, 2005). Em 1994, o Comité Americano-Europeu para o
consenso em SDRA (AECC) procurou padronizar os termos e definicbes
aplicados a esta sindrome. Para o diagnéstico de SDRA o paciente deveria
apresentar instalacdo aguda de insuficiéncia respiratéria, hipoxemia,
caracterizada por uma relacao entre a pressao arterial de oxigénio (PaO,) e
a fracdo inspirada de oxigénio (FiO2) menor do que 200, infiltrado bilateral
na radiografia de torax frontal e pressdo de oclusdo da artéria pulmonar
menor que 18 mmHg ou auséncia de sinais de faléncia ventricular cardiaca
esquerda. Para os pacientes que apresentavam hipoxemia leve instituiu-se o
termo lesdo pulmonar aguda (LPA) que representa as mesmas
caracteristicas dos pacientes com SDRA, porém com relacdo PaO,/FiO;
menor do que 300 (Bernard et al., 1994).

Embora a acuracia da definicdo elaborada pelo AECC seja apenas

moderada (sensibilidade 75% e especificidade 84%) o seu uso ainda tem
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sido encorajado devido ao fato de alguns estudos que utilizaram esta
definicdo observarem diferencas no desfecho clinico nos grupos analisados,
incluindo diminuicdo da mortalidade e dias livres de ventilacdo mecanica

(Ardsnet, 2000; Wiedemann et al., 2006).

1.2 Epidemiologia

A SDRA apresenta incidéncia variavel dependendo da definicdo
utilizada e o local onde o estudo é realizado (Maccallum e Evans, 2005)
sendo que os estudos epidemioldgicos realizados antes da definicdo criada
pelo AECC relatavam uma incidéncia anual de 1,5 a 8,3 por 100.000
habitantes (Villar e Slutsky, 1989; Lewandowski et al., 1995; Thomsen e
Morris, 1995). ApG6s 1994 uma série de publicacBes verificou que estes
nameros estavam subestimados.

Em um estudo europeu envolvendo 10 paises e 78 unidades de terapia
intensiva (UTI) verificou-se que de 6.522 pacientes internados na UTI, 6,1%
apresentavam SDRA (Brun-Buisson et al., 2004). O continente Australiano
apresenta uma incidéncia de 24 casos de SDRA para cada 100.000
habitantes (Bersten et al., 2002). Nos Estados Unidos, estudos com coleta
de dados até o ano de 2000, mostravam uma incidéncia variando de 15,3 a
58,7 casos para cada 100.000 habitantes (Arroliga et al., 2002; Rubenfeld et
al., 2005). Mais recentemente em uma cidade do estado de Minnesota
verificou-se que entre os anos de 2001 a 2008 a incidéncia da SDRA

diminuiu de 82,4 para 38,9 casos para cada 100.000 habitantes. Os autores



Introducéo 4

atribuiram a diminuigcéo da incidéncia de SDRA a melhora do suporte clinico
ofertada a estes pacientes (Li et al.). Finalmente, poucos estudos relatam a
incidéncia de SDRA nas cidades brasileiras. No Hospital das Clinicas de
Porto Alegre verificou-se que a incidéncia de SDRA foi de 2,3% em 1.301
pacientes que foram internados e permaneceram na UTI por mais de 24
horas (Fialkow et al., 2002). No estado de S&o Paulo, a incidéncia de SDRA
no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto foi de 6,3% em 524 admissdes
(Oliveira e Basille Filho, 2006) e no Hospital Sirio Libanés em S&o Paulo a
incidéncia foi de 2,2% das internacdes na UTI (Oliveira et al., 2002).

Com relacdo a mortalidade, duas meta-analises recentes mostram
resultados conflitantes. Na primeira revisdo sistemética, Zambon e Vincent
(2008) analisando 72 estudos verificaram uma mortalidade geral de 43%
sendo que nos ultimos 10 anos (1994 — 2006) a mortalidade por SDRA vem
diminuindo a uma taxa de 1,1% ao ano. Na segunda meta-andlise, ao
analisarem 89 estudos, Phua et al (2009) verificaram uma mortalidade geral
constante por SDRA de 44,3% nao observando a tendéncia de queda do
estudo anterior. Os autores relatam ainda que a mortalidade em estudos
observacionais € maior quando comparada aos ensaios clinicos
randomizados controlados (44 e 36,2% respectivamente) (Phua et al.,
2009). Apesar das diferencas metodoldgicas empregadas nestes dois
estudos, ambos concordam que a mortalidade permanece muito elevada

(Zambon e Vincent, 2009).
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1.3 Fisiopatologia

Independente do agente etiologico, a caracteristica inicial da SDRA é o
aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar desencadeado pelo
processo inflamatério. As citocinas e outros agentes pro-inflamatérios
iniciam e amplificam a les&o pulmonar. Citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-
6, IL-8 e TNFa) estdo relacionadas com a produgdo de matriz extracelular
por fibroblastos e com a quimiotaxia e ativacdo de neutrdfilos. Os neutrofilos
ativados podem produzir agentes oxidantes, proteases, leucotrienos e outras
moléculas pro-inflamatérias potencializando o processo de lesdo. Em
condi¢cdes normais, o epitélio alveolar € bem menos permeavel do que o
endotélio assim, com a quebra da barreira alvéolo capilar e
consequentemente com o preenchimento alveolar por liquido, ocorre a
destruicdo tanto de pneumdcitos do tipo | quanto do tipo Il. A lesdo do
pneumdacito tipo Il torna ineficiente a reabsorcao hidrica, permitindo que o
liquido extravasado continue preenchendo o alvéolo (Ware e Matthay, 2000;
Wheeler e Bernard, 2007).

Ocorre ainda a diminuicdo da producado e inativacdo do surfactante
existente aumentando a tensdo superficial alveolar favorecendo a tendéncia
ao colapso. Em relacdo aos capilares pulmonares, pode haver a formacéo
de trombos microvasculares devido ao aumento da expressao de proteinas
pré-coagulantes e antifibrinoliticas e queda da concentracdo de proteinas
anticoagulantes. Todos estes fatores contribuem para o colapso alveolar,

hipoxemia, diminuicdo da complacéncia pulmonar e distiurbio da relacdo
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ventilagdo/perfusdo. Estas alteracdes fisiopatoldgicas tdo caracteristicas na
SDRA explicam a necessidade de suporte ventilatorio e a pouca resposta a
oxigenioterapia tdo comumente observadas nestes pacientes (Ware e

Matthay, 2000; Wheeler e Bernard, 2007).

1.4 Etiologia

Vérios fatores podem ser considerados como desencadeantes da
SDRA, porém podemos destacar como principais fatores de risco a sepse, a
aspiracdo de conteudo gastrico, a pneumonia e o politrauma com choque
hipovolémico seguido de multiplas transfusbes (Ware e Matthay, 2000).
Assim, de acordo com a etiologia a SDRA pode ser dividida em dois grupos:
SDRA primaria, direta ou pulmonar (SDRAp) onde o dano atinge
diretamente o parénquima pulmonar (pneumonia, aspiracdo de conteudo
gastrico, contusdao pulmonar, lesdo inalatéria) e SDRA secundéria, indireta
ou extrapulmonar (SDRAexp) onde ocorre uma resposta inflamatoria
sistémica aguda (sepse, trauma, pancreatite) (Bernard et al., 1994).

Atualmente ndo se sabe a real importancia em se distinguir a SDRAp
da SDRAexp pois embora o processo fisiopatolégico desencadeante da
sindrome seja diferente, tanto o impacto clinico quanto as estratégias
terapéuticas parecem ter comportamentos semelhantes nos dois grupos
(Pelosi et al., 2003).

Na SDRAp a primeira estrutura a ser danificada é o epitélio alveolar

sendo que o endotélio permanece praticamente intacto. Ocorre a ativacao
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de macréfagos alveolares, neutrdfilos e maior liberagéo de IL-6, IL-8 e IL-10
quando comparada a SDRAexp. A lesdo de pneumdcitos | e Il favorece o
preenchimento intra-alveolar por exsudato, colageno e deposicao de fibrina.
Tanto o intersticio pulmonar como o compartimento sanguineo inicialmente
parecem pouco afetados (Pelosi et al.,, 2003). Na SDRAexp, a lesao inicial
ocorre no endotélio vascular pulmonar aumentando sua permeabilidade
acarretando em edema intersticial. A apoptose de células inflamatorias e
ativacéo de ILs ocorre em menor quantidade quando comparadas a SDRAp
(Pelosi et al., 2003).

Estas alteragcbes  histopatolégicas iniciais  implicariam  os
comportamentos distintos na mecanica do sistema respiratério e
consequentemente no ajuste de parametros da ventilagdo mecénica. De
fato, ao se avaliar a elastancia pulmonar e da caixa toracica e a pressao
intra-abdominal de 21 pacientes (12 SDRAp e 9 SDRAexp) em diferentes
niveis de PEEP, Gattinoni et al (1998) verificaram que a SDRAp
apresentava maior elastancia pulmonar, menor elastancia de caixa toracica
e menor pressao intra-abdominal quando comparada a SDRAexp. Ao se
elevar a PEEP para 15 cmH,;O ocorreu um aumento da elastancia do
sistema respiratorio na SDRAp ocorrendo o inverso na SDRAexp. Estes
dados seriam compativeis com a predominancia de consolidagédo na SDRAp
e de edema e colapso alveolar na SDRAexp.

Apesar destes resultados favorecerem a divisdo da SDRA em dois
grupos, estudos subseqientes ndo encontraram a mesma diferenca. Em

uma segunda analise do estudo do grupo ARDSnet que verificou uma
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redugéo de 22% na mortalidade geral ao se usar baixos volumes correntes
(6 mL/kg) quando comparado a volumes tradicionais (12mL/kg), Eisner et al
(2001) verificaram nao haver diferencas na mortalidade entre 0s grupos
SDRAp e SDRAexp usando qualquer um dos tipos de estratégias (6 ou 12
mL/kg) sendo que os dois grupos parecem se beneficiar igualmente de
volumes correntes mais baixos (6 mL/kg).

Em estudos mais recentes, verificou-se ndao haver diferenga entre
estes dois grupos com relacdo ao desenvolvimento de faléncias de 6rgaos
ou o periodo para desenvolver a primeira disfuncdo de 6rgédo. O tempo de
permanéncia na UTlI bem como a mortalidade hospitalar também foram
semelhantes (Agarwal et al., 2006). Por fim, uma meta-analise analisando
34 estudos verificou ndo haver diferenca na mortalidade quando os dois

grupos (SDRAp e SDRAexp) sdo comparados (Agarwal et al., 2008).

1.5 Histopatologia

A manifestacdo histologica caracteristica na SDRA é o dano alveolar
difuso (DAD) (Katzenstein, 2006). O DAD ¢ a lesao difusa do tecido alveolar,
comprometendo o compartimento epitelial, endotelial e intersticial podendo
resultar em remodelamento tecidual. As alteracdes histoldégicas da SDRA
podem ser agrupadas em trés fases sequenciais, porém sobrepostas: fase
exsudativa, proliferativa e de fibrose (Bellingan, 2002).

A fase exsudativa normalmente compreende os primeiros dias a partir

do inicio dos sintomas. Os pulmfes apresentam-se pesados e rigidos
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macroscopicamente. Microscopicamente pode se encontrar hemorragia,
edema alveolar e presenca de membrana hialina. Além disso, a barreira
alvéolo-capilar encontra-se danificada. As paredes alveolares apresentam
areas de necrose, edema e descamacédo epitelial. O endotélio também
apresenta areas de necrose com aglomerados de fibrina. O namero de
neutréfilos esta aumentado e podem ser encontrados no intersticio,
capilares e espacos aéreos (Kobzik e Sholl, 2009).

A fase proliferativa caracteriza-se pela predominancia de organizacao
e reparacdo e inflamacéo com predominio de células mononucleadas. A
membrana basal do epitélio alveolar fica exposta e a luz alveolar fica
preenchida por leucécitos, heméacias e fibrina. Ocorre ainda a proliferagédo
de pneumdcitos tipo Il para revestir as areas descamadas e se diferenciar
posteriormente em pneumdocitos do tipo |. Os fibroblastos podem ser
visualizados no intersticio e na luz alveolar resultando em obliteracdo e
diminuicdo dos espacos alveolares. A substituicdo de fibrina por tecido
colagénico pode levar a formacao de fibrose no espaco intra-alveolar, mas
podendo ocorrer também no intersticio (Bellingan, 2002; Kobzik e Sholl,
2009).

Por fim, a fase de fibrose (resposta fibroproliferativa) caracteriza-se
pela deposicdo de colageno, diminuicdo de neutrofilos e aumento de
macroéfagos e linfocitos. Os ductos alveolares encontram-se dilatados e as
paredes alveolares espessas. Ocorre remodelamento pulmonar alterando as
caracteristicas de vasos e ductos alveolares (Bellingan, 2002; Kobzik e

Sholl, 2009).
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Apesar de serem descritas trés fases na SDRA, sabe-se que a
deposicao de tecido fibrético pode ocorrer precocemente na patogénese da
doenca, podendo ser observada nas primeiras 24 a 48 horas apés o
diagnostico. A presenca de fibrose é considerada fator progndéstico ruim e
estd associada a maior taxa de mortalidade (Martin et al., 1995; Chesnutt et

al., 1997).

1.6 Propriedades mecanicas do sistema respiratério e ventilacao

mecéanica

A diminuicdo da complacéncia é uma das principais alteracdes na
mecanica pulmonar observada em pacientes com SDRA. Este fato é
conseqUéncia das alteracbes inflamatorias e estruturais, tais como a
presenca de atelectasia, infiltrado inflamatorio difuso preenchendo o espaco
alveolar e a formacao de fibrose (Wheeler e Bernard, 2007).

Inicialmente, o principal objetivo na estratégia ventilatéria na SDRA era
garantir a normalidade dos gases na gasometria arterial ainda que altos
volumes correntes fossem necessarios (Wheeler e Bernard, 2007).
Acreditava-se que o0s riscos do uso de altas pressfes nas vias aéreas eram
baixos, raros e faceis de tratar (Weg et al., 1998).

Posteriormente, verificou-se que os parametros ajustados no ventilador
mecanico, quando empregados inadvertidamente, podem contribuir para a
ampliagdo e propagacéo da lesdo pulmonar nestes pacientes (Dreyfuss e

Saumon, 1998; Slutsky, 1999). Os principais mecanismos de lesao
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pulmonar associados com a ventilagdo mecéanica sdao o uso de altas
pressfes inspiratorias, altos volumes correntes e a abertura e fechamento
ciclico dos espacos aéreos distais durante os ciclos respiratérios. Associado
ao stress mecanico tecidual existe ainda a liberagdo de mediadores
inflamatorios que potencializam a lesdo pulmonar (Tremblay e Slutsky,
2006).

Diversas estratégias ventilatérias foram elaboradas para minimizar
estes efeitos adversos e otimizar o tratamento destes pacientes.

Amato e colaboradores foram o0s primeiros a demonstrar que 0s
pacientes com SDRA se beneficiam de uma estratégia ventilatoria
utilizando-se baixos volumes correntes (6 mL/kg de peso ideal). Em seu
estudo com 53 pacientes comparando o uso de altas PEEPs com baixos
volumes correntes (estratégia protetora) com o uso de baixas PEEPs e altos
volumes correntes (estratégia convencional) os autores verificaram uma
menor mortalidade aos 28 dias no grupo de estratégia protetora (38%)
comparada ao grupo de estratégia convencional (71%) (Amato et al., 1998).

Em 2000, um dos maiores estudos multicéntricos em ventilacao
mecanica demonstrou que o uso isolado de baixos volumes correntes (6
mL/kg de peso ideal) e de valores limitados de pressao de platd (ate 30
cmH,0) diminui a mortalidade destes pacientes quando comparado com o0
uso de altos volumes correntes (12 mL/kg de peso ideal) (Ardsnet, 2000).

Com relacéo ao uso da PEEP, ainda n&o esta bem estabelecido qual o
melhor valor a ser utilizado ou qual a melhor estratégia para sua titulacéo.

Recentemente, trés grandes estudos clinicos multicéntricos randomizados e
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controlados n&o conseguiram demonstrar a superioridade de valores
elevados (14-15 cmH,0) ou baixos de PEEP (7-10 cmH,0) em relagéao a
sobrevida dos pacientes (Brower et al., 2004; Meade et al., 2008; Mercat et
al., 2008). Entretanto, em duas meta-analises recentes, verificou-se que
altos valores de PEEP estariam associados a reducdo da mortalidade
hospitalar principalmente nos pacientes mais graves (Oba et al., 2009; Briel
et al., 2010).

Além da diminuicdo da complacéncia pulmonar, outra alteracdo da
mecéanica pulmonar encontrada nos individuos com SDRA é a disfuncdo das
vias aéreas. O colapso das pequenas vias aéreas na SDRA pode estar
relacionado ao aumento da resisténcia pulmonar, limitacdo do fluxo
expiratério e hiperinsuflagdo dindmica observada em alguns destes
pacientes (Koutsoukou et al., 2000; Kondili et al.,, 2002; Rylander et al.,
2005; Jain e Sznajder, 2008).

Koutsoukou et al (2000) verificaram em 10 pacientes com SDRA em
ventilacdo mecénica que a limitacdo ao fluxo expiratério esta associada ao
colapso das pequenas vias aéreas ao se medir a mecanica pulmonar na
auséncia de PEEP (pressao positiva ao final da expiracao igual a zero —
ZEEP). Além disso, esta limitagdo ndo responde ao wuso de
broncodilatadores.

Em outro estudo, Kondili et al (2002) avaliaram o comportamento do
esvaziamento pulmonar em 10 pacientes com SDRA com quatro niveis de
PEEP (0, 5, 10 e 15 cmH0). Os autores concluiram que a aplicacdo de

PEEP diminui a resisténcia expiratéria ao fluxo pela diminuicdo de colapso
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das vias aéreas quando comparada a condicdo ZEEP, resultando em um
esvaziamento pulmonar mais rapido.

Em 2005, Rylander et al verificaram em 25 pacientes com SDRA
ventilados com PEEP de 5 cmH,O que existe um volume importante de ar
aprisionado, 33% da capacidade residual funcional (CRF), que ndo é
ventilado nestes pacientes. Estas alteracfes também estariam associadas a

situacdes de fechamento/obstrucao das pequenas vias aéreas.

1.7 Pequenas vias aéreas na SDRA

As pequenas vias aéreas (ou vias aéreas distais) apresentam diametro
interno menor ou igual a dois milimetros e possuem parede composta
basicamente de epitélio, lamina propria e tecido muscular ndo contendo
cartilagens ou glandulas submucosas em sua estrutura (Hyde et al., 2009).
Além disso, elas estdo acopladas ao tecido conectivo do parénquima
pulmonar, o que permite a transmissao de forcas mecanicas do parénquima
para as vis aéreas distais. A medida que o volume pulmonar aumenta
durante a inspiracdo, ocorre 0 aumento das forcas de tensdo para as vias
aéreas acarretando em aumento do seu diametro interno. Qualquer
alteracdo patologica que mude este mecanismo de tracdo aumenta a
tendéncia ao colapso da via aérea principalmente a baixos volumes
pulmonares (Jain e Sznajder, 2007; 2008).

Estudos com modelos experimentais de LPA tém mostrado que o

parénquima pulmonar ndo é o unico local afetado na LPA/SDRA. A leséao



Introducédo 14

das pequenas vias aéreas € caracterizada por necrose de epitélio
bronquiolar e descamacao e ruptura dos acoplamentos entre alvéolos e
bronquiolos (Muscedere et al., 1994; D'angelo et al., 2002).

Em um estudo experimental, Muscedere et al (1994) investigaram as
alteracbes das pequenas vias aéreas em pulmdes de ratos com LPA
induzida pela deplecdo de surfactante quando submetidas a diferentes
valores de PEEP (controle, ZEEP, abaixo e acima do ponto de inflexdo
inferior da curva presséo-volume inspiratéria) sendo os demais parametros
ventilatérios iguais para todos os grupos. Os autores verificaram que,
comparado aos grupos com PEEP mais alta, os animais que foram
ventilados com PEEP baixa apresentaram maior indice de leséo histoldgica
caracterizada por lesbes de bronquiolos membranosos e respiratérios,
necrose e descamacao de epitélio e presenca de membrana hialina. Estas
alteracdes estariam relacionadas ao processo de colapso e abertura ciclica
dos alvéolos e pequenas vias aéreas.

D’Angelo et al (2007) verificaram que animais submetidos a
desnaturacdo do surfactante pulmonar e posteriormente submetidos a
ventilacdo mecéanica com ZEEP apresentam leséo epitelial de vias aéreas,
formacdo de edema, presenca de infiltrado inflamatério e aumento da
resisténcia de vias aéreas quando comparados a animais controle. Em outro
modelo experimental, verificou-se que ratos com LPA e ventilados com
PEEP baixa e altos volumes correntes apresentam leséo epitelial nas vias
aéreas comprometendo as regides pulmonares dependentes e nao

dependentes (Tsuchida et al., 2006).
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Mais recentemente, nosso grupo demonstrou que individuos que
morreram com SDRA também apresentam alteracdes morfologicas das
pequenas vias &reas. Analisando-se o tecido pulmonar proveniente de
autopsia de 31 pacientes que morreram com SDRA verificou-se que as
pequenas vias aéreas apresentavam-se espessadas com aumento na
guantidade dos seguintes elementos que compdem a matriz extracelular:
colageno tipo 1, fibronectina, versican, e metaloproteinase-9 quando
comparadas a individuos que morreram de causas nao pulmonares. Além
disso, verificou-se que o0s pacientes com SDRA apresentavam maior
descamacao epitelial das pequenas vias aéreas quando comparados a
individuos controles sendo que esta descamacdo apresentou correlacao
negativa com a relacdo PaO,/FIO, (Morales et al., 2011).Assim, acredita-se
que as alteracdes funcionais encontradas em alguns pacientes com SDRA
relacionadas ao acometimento das pequenas vias aéreas tais como o
aumento da resisténcia pulmonar e a limitacéo do fluxo expiratério, estejam

relacionadas com as alteragBes morfologicas deste compartimento.

1.8 Epitélio respiratorio

Uma das func¢des impostas ao epitélio respiratorio que reveste as vias
aéreas € a protecdo da mucosa respiratOria contra agentes nocivos tais
como a poluicdo, a fumaca de cigarro e a invasdo de microorganismos

(Thompson et al., 1995).
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A célula ciliada é o tipo celular predominante das vias aéreas. Embora
seja mais frequentemente encontrada nas regides mais proximais da zona
de conducdo do sistema respiratério, aproximadamente 50% de todas as
células que revestem o territorio das vias aéreas sdo do tipo ciliado. Sua
principal fung&o é o transporte do muco das regifes pulmonares em direcao
a orofaringe (Knight e Holgate, 2003).

A célula mucosecretora € responsavel pela secrecdo de mucinas de
composi¢do glicoprotéica na luz das vias aéreas. Este material de
caracteristicas viscoelasticas juntamente com as células ciliadas compde o
principal mecanismo de defesa do aparelho respiratorio: o transporte
mucociliar. Em condi¢cdes de exposicdo aguda a fumaca de cigarro ou
poluicdo e em doencas inflamatodrias de vias aéreas como asma e doenca
pulmonar obstrutiva crbnica (DPOC) é comum encontrarmos metaplasia e
hiperplasia de células mucosecretoras (Knight e Holgate, 2003).

A célula basal € encontrada em toda a extensdo das vias aéreas e é a
Unica célula que esta firmemente acoplada & membrana basal servindo de
sustentacdo para outras células superficiais através de ligacdes
desmossomicas. Além disso, tem papel na secrecdo de substancias
bioativas tais como endopeptidases, lipoxigenases e citocinas (Knight e
Holgate, 2003).

A célula de Clara caracteriza-se pela presenca de reticulo
endoplasmatico liso em sua porcao apical e reticulo endoplasmatico rugoso
em sua porcdo basal. Pode ser encontrada em vias aéreas de grande

calibre, mas € mais presente em vias aéreas distais. Sua principal funcéo
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esta relacionada a metabolizacdo de xenobioticos, porém, possui papel ativo
na secrecdo de proteinas especialmente a CC10, uma proteina de baixo
peso molecular com provaveis funcdes antiinflamatorias e proteinas de
surfactante com propriedades imunolégicas e de diminuicdo da tenséo
superficial, auxiliando na prevencdo do colapso das vias aéreas distais
(Thompson et al., 1995; Hohlfeld, 2002).

Assim, além da funcdo de barreira mecanica para 0os agentes nocivos,
0 epitélio respiratorio que reveste as vias aéreas tem papel importante na
secrecdo de substancias participando de atividades antiinflamatorias,
antimicrobianas, antioxidantes e antiproteases (Thompson, Robbins et al.,

1995).

1.8.1 Interleucinas

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular (menor que 80 kD
de tamanho) que regulam e determinam a natureza de processos como o
crescimento e a diferenciacdo celular, o processo inflamatorio, a resposta
imunologica e o reparo tecidual (Nicod, 1993). Seu efeito dependera, entre
outros fatores, do local de acéo e da fonte de origem (Nicod, 1993; Chung e
Barnes, 1999).

Na SDRA, a acdo complexa de citocinas e outros agentes pro-
inflamatorios iniciam e amplificam a lesdo pulmonar, porém o balanco de
agentes inflamatorios e anti-inflamatorios parece ter papel fundamental no

curso da doenca. Os neutréfilos migram ao espaco alveolar atraidos por
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citocinas produzidas por macrofagos alveolares. As citocinas pro-
inflamatérias como a interleucina 1 (IL-1), a interleucina 6 (IL-6), a
interleucina 8 (IL-8) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) estdo
envolvidos no estimulo de producdo de matriz extracelular por fibroblastos,
quimiotaxia e ativacdo de neutrdéfilos. Ja os neutréfilos ativados, podem
produzir agentes oxidantes, proteases, leucotrienos e outras moléculas pro-
inflamatérias. Entretanto, também ¢é descrito a presenca de citocinas anti-
inflamatérias como a interleucina 10 (IL-10) e a interleucina 11 (IL-11), além
de inibidores de citocinas inflamatérias como o antagonista do receptor de
IL-1, anticorpos contra IL-8 e o bloqueador do receptor do TNF (Ware e
Matthay, 2000).

Estudos utilizando o lavado broncoalveolar (LBA) relatam um aumento
nos niveis de IL-6 e IL-8 nos pacientes com SDRA. Em um estudo com 74
pacientes em ventilagdo mecanica, verificou-se que os niveis de IL-6 e IL-8
no LBA em pacientes com SDRA e pneumonia medidos nos 10 primeiros
dias a partir do momento do diagnéstico sdo muito superiores quando
comparados a pacientes com edema pulmonar cardiogénico (Schutte et al.,
1996). Em 1995, Meduri et al verificaram em 27 pacientes com SDRA que
0s niveis de algumas citocinas incluindo a IL-6 e a IL-8 apresentavam-se em
maiores concentracdes no LBA (realizado no primeiro dia apos o diagnostico
da SDRA) de pacientes ndo sobreviventes quando comparados aos
individuos que sobreviveram. Além disso, os niveis de IL-6 no LBA dos

pacientes que sobreviveram foi diminuindo gradativamente até o décimo dia
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da sindrome enquanto que nos pacientes ndo sobreviventes esses niveis
mantiveram-se elevados.

Embora existam estudos evidenciando que os niveis plasmaticos e no
LBA das IL-6 e IL-8 tem papel importante na inflamag&éo gerada pela
sindrome, na sua fisiopatologia e na relacdo com o prognéstico do paciente,
nao encontramos na literatura nenhum relato da contribuicdo da expresséo
destas citocinas pelo epitélio respiratorio que reveste as pequenas vias

aéreas e pelas células inflamatdrias presentes nesta regiao.

1.8.2 Surfactante

Além da funcdo de barreira mecanica e producdo de citocinas o
epitélio respiratorio também pode secretar surfactante (Haagsman e Diemel,
2001).

Dentre as fungbes do surfactante pulmonar podemos destacar a
funcdo imunomodulatéria auxiliando na resposta inata e adaptativa, melhora
do clearance bronquico e a diminuicdo da tenséo superficial e estabilizacéo
das pequenas vias aéreas evitando o colapso e o acumulo de liquidos
(Hohlfeld, 2002).

Existem 4 proteinas associadas ao surfactante: proteina associada ao
surfactante (SP) A, SP-B, SP-C e SP-D. As proteinas SP-A e SP-D séao
oligdmeros hidrofilicos da familia das colectinas desempenhando importante
papel na defesa do organismo, auxiliando na fagocitose de microorganismos

e modulando as fungdes dos leucocitos. Além da funcdo de defesa, a SP-A
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esta associada a organizacdo estrutural do surfactante, sendo ainda a
proteina mais abundante de todas as SPs ao passo que a SP-D esti
relacionada com a homeostasia do surfactante. A SP-B e SP-C possuem
funcdes sobrepostas e estao relacionadas a diminuicdo da tenséo superficial
e estabilidade do filme de fosfolipides que reveste os alvéolos (Haagsman e
Diemel, 2001; Stevens e Sinkin, 2007). Excetuando-se a SP-C, o epitélio
respiratério revestindo as pequenas vias aéreas produz todas as outras SPs
(Haagsman e Diemel, 2001).

Ao se analisar a composi¢do quimica e atividade biofisica de alguns
compostos do surfactante recuperados do LBA de pacientes com SDRA,
Gregory et al (1991) verificaram que as concentracdes de SP-A e SP-B
eram menores quando comparadas a individuos normais e pacientes com
fatores de risco para desenvolver SDRA. Além disso, o fluido recuperado do
LBA dos pacientes com SDRA também apresentou uma tensao superficial
aumentada quando comparada aos outros dois grupos.

Em outro estudo, Greene et al (1999) também verificaram que as
concentragdes de SP-A e SP-B no LBA estéo diminuidas durante o curso da
doenca quando comparadas a individuos normais sendo que estes valores
permanecem baixos por até 14 dias apés a instalacdo do quadro inicial da
sindrome. Neste estudo, verificou-se ainda que a concentracdo de SP-A no
LBA é um bom preditor para a instalacdo da sindrome (100% de
sensibilidade e 57% de especificidade) sendo que nenhum paciente com
concentracdo de SP-A maior que 1,2 pg/mL evoluiu para SDRA. Com

relacdo aos niveis plasmaticos de SP-A a concentracdo desta proteina



Introducdo 21

estava elevada quando comparada aos individuos normais sendo que esta
diferenga também foi mantida até o 14° dia de evolugdo da SDRA.
Considerando-se que a deficiéncia de surfactante tem papel importante
na fisiopatologia da SDRA e que o epitélio respiratério das pequenas vias
aéreas encontra-se alterado na sindrome, nossa hipotese € de que a
producdo de surfactante pelas vias aéreas encontra-se alterada a
semelhanca do que ocorre no territorio alveolar, contribuinda para a

fisiopatologia da doenca.

1.8.3 Apoptose

A morte celular pode ocorrer através de dois mecanismos: a necrose e
a apoptose. A morte celular por necrose se caracteriza pela perda dos
mecanismos de homeostasia celular levando ao edema e a ruptura da célula
em necrose espalhando seu conteddo celular no meio adjacente.
Normalmente ocorre quando o tecido se torna isquémico com queda abrupta
da oxigenacdo (Matute-Bello e Martin, 2009). A apoptose € uma forma de
morte celular programada e controlada sendo essencial para o
desenvolvimento e reparo dos tecidos e de grande importancia na
fisiopatologia de algumas doengas. Através de um estimulo especifico o
processo ocorre por meio de vias intracelulares levando a diminuicdo do
tamanho da célula, fragmentacdo do DNA e fagocitose da célula apoptoética

(Matute-Bello e Martin, 2009).
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O inicio da apoptose pode ocorrer através de duas vias: a via
intrinseca e a via extrinseca. Na via intrinseca ou mitocondrial ocorre o
aumento da permeabilidade da membrana da mitocondria e a liberagdo de
moléculas pré-apoptoéticas no citoplasma, entre elas o citocromo C, que
apos ativar uma série de proteinas (caspases) libera sustancias proteoliticas
e DNAses (Kumar et al.,, 2010). A via extrinseca pode ser iniciada por
receptores de morte de superficie de membranas acoplados aos seus
dominios ligantes especificos ou a outras células. Incluem-se nesta
categoria o receptor TNF-1 (TNFR-1) e seu ligante natural e o receptor Fas
com seu ligante natural Fas Ligand (FasL). Quando o receptor de membrana
Fas € acoplado ao seu ligante FasL pode ocorrer o recrutamento de
caspases ativando endonucleases acarretando na quebra do DNA e
consequente morte celular (Martin et al., 2005; Tesfaigzi, 2006).

Lee et al (2008) verificaram em 31 pacientes com quadro agudo de
SDRA que o LBA destes pacientes apresentava uma maior concentracao
nos niveis de indicadores de apoptose (CK-18) quando comparado a
individuos controle.

Em um modelo experimental de SDRA através da instilagdo de
lipopolissacarideos (LPS) em camundongos verificou-se que a inibicdo da
ativacdo da caspase diminuiu o numero de células em apoptose verificadas
pela histologia pulmonar além de prolongar a sobrevida destes animais
guando comparados aos animais em que ocorreu apenas a instilacdo de

LPS (Kawasaki et al., 2000).
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A ativacao do sistema Fas/FasL (tanto a forma soltuvel quanto a ligada
a membrana) contribui para 0 mecanismo de lesdo de células alveolares nos
pacientes com LPA/SDRA (Galani et al., 2010). A forma soltuvel do FasL
(sFasL) recuperada de LBA de pacientes com SDRA induz a apoptose de
células pulmonares epiteliais distais que expressam Fas sendo que este
efeito € inibido ao se bloquear o sistema Fas/FasL (Matute-Bello et al.,
1999).

Ja estd bem estabelecido que a apoptose de células epiteliais
alveolares tem papel importante na SDRA (Matute-Bello e Martin, 2003).
Com relacdo ao epitélio que reveste as vias aéreas distais, embora alguns
estudos experimentais comentem que existe a ativacao da apoptose destas
células através do sistema Fas/FasL (Nakamura et al., 2004; Perl et al.,
2007), nenhum estudo efetivamente mediu a proporcdo de células que
estdo em apoptose e se ela € o principal mecanismo de morte celular que
ocorre neste compartimento.

Assim, tendo em vista que as pequenas vias aéreas podem participar
de forma importante nas alteracbes funcionais pulmonares observadas na
SDRA, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar as
alteracbes das vias aéreas que pudessem contribuir para a inflamacao

pulmonar e a disfuncéo do surfactante em pacientes com SDRA.
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1) Caracterizar os seguintes componentes das vias aéreas distais de

individuos que morreram por SDRA:

e Processo inflamatério através da analise da expressdo de

interleucinas 6 e 8 na parede da via aérea e pelo epitélio respiratério.

¢ AlteragOes epiteliais relacionadas a produgéo de surfactante.

e Avaliar se a apoptose € um mecanismo importante de morte celular

no epitélio das vias aéreas de individuos que morreram por SDRA

2) Correlacionar as alteracdes encontradas com as caracteristicas

clinicas e parametros ventilatérios.
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O presente estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo em
14 de marco de 2007 (CAPPesq-HCFMUSP — processo n° 1308/06) (anexo

A).

3.1 Casuistica

Os pacientes participantes deste estudo foram selecionados a partir de
uma pesquisa retrospectiva do arquivo de autépsias do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(FMUSP). A autopsia destes pacientes foi realizada no Servico de
Verificacdo de Obitos da Capital (SVOC), ligado ao Departamento de
Patologia da FMUSP, com finalidade diagnéstica durante o periodo de 2004

a 2007.

3.1.1 Grupo SDRA

Foram incluidos no grupo SDRA pacientes provenientes do HCFMUSP
que apresentaram:
1) Diagnoéstico de SDRA de acordo com o Consenso Americano-

Europeu para SDRA (Bernard et al., 1994);

2) Alteracbes histologicas consistentes com SDRA em fase
exsudativa e/ou fibro-proliferativa: evidéncias de alteracdo de

permeabilidade da barreira alvéolo-capilar (hemorragia, edema,
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membrana hialina), infiltrado inflamatério (neutréfilos e células
mononucleares), alteracdes consistentes com processo de

reparacao (tecido de granulacao, fibrose) (Katzenstein, 2006);

3) Auséncia de patologia pulmonar crénica prévia;

4) Arquivo com amostra tecidual pulmonar satisfatoria para analise:

minimo de 3 vias aéreas por caso.

3.1.2 Grupo controle

Individuos da cidade de S&o Paulo que faleceram de causas néao-
pulmonares, ndo apresentavam histéria prévia de doencas pulmonares ou
de tabagismo, ndo foram submetidos a ventilacao artificial e sem evidéncias
macroscopicas ou histolégicas de alteracdes pulmonares foram incluidos no

grupo controle (CTRL).

3.1.3 Caracterizacéo da populacao estudada

Os dados dos pacientes do grupo SDRA foram registrados a partir da
analise dos prontuarios médicos. Foram registrados: idade, sexo, causa
predisponente de SDRA, tempo de SDRA (tempo de evolucdo desde o
diagnostico até o 0Obito), parametros da ventilagdo mecéanica (pressdo de
platd, PEEP e FiO,) e o valor da PaO,/FiO, no momento do diagndstico

clinico de SDRA.
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Os individuos do grupo CTRL foram caracterizados a partir da analise
do prontuario médico e a partir das informagBes contidas em um
questionario respondido por familiares no SVOC quando o 6bito ocorreu em
outras localidades da cidade de Sao Paulo. Foram registrados: idade, sexo

e causa de obito.

3.2 Métodos

3.2.1 Processamento tecidual

O tecido pulmonar dos pacientes foi coletado na rotina de autopsias do
Departamento de Patologia da FMUSP. Fragmentos de tecido coletados nas
areas mais comprometidas do pulmdo foram fixados em formaldeido
tamponado a 10% por 24 a 48 horas e submetidos a processamento
histoldgico habitual, sendo armazenados em blocos de parafina.

A partir dos blocos de parafina, realizamos cortes de 5 um de
espessura que foram corados com hematoxilina-eosina (H&E) para o
diagnéstico histologico de dano alveolar difuso (DAD) e identificacdo das
pequenas vias aéreas.

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) foi utilizada para a identificacao
das proteinas IL-6, IL-8, SP-A, SP-B, Fas, FasL (Araujo, Dolhnikoff et al.,
2008). A padronizagéo final das reagdes imuno-histoquimicas é apresentada
na Tabela 1. Para as reacbes, os cortes de tecido pulmonar foram

desparafinizados atravées da imersao em xilol quente (estufa a 60°C) durante
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20 minutos, seguido de trés banhos de um minuto em xilol frio (temperatura
ambiente) e a hidratacdo do tecido foi realizada através de banhos
subseqientes em alcool absoluto, alcool a 95% e alcool a 70%, todos por
um minuto. A recuperacgao antigénica (exceto para o SP-A) foi obtida através
do pré-tratamento com citrato em alta temperatura por 45 minutos. A fim de
inibir a peroxidase endogena foi aplicada solugdo de perdxido de hidrogénio
(H20) 10 volumes por sete vezes de cinco minutos. O bloqueio de reacoes
inespecificas foi realizado por meio de banho com leite desnatado a 2% por
10 minutos. Os anticorpos primarios foram entédo pipetados sobre os cortes
e as laminas foram incubadas por 20 horas a 4°C. Posteriormente, foram
lavadas com PBS por trés vezes, cinco minutos cada lavagem, e o anticorpo
secundario (Novolink - Novocastra, Newcastle, UK) foi aplicado por uma
hora em estufa a 37 °C. A revelacdo do complexo antigeno-anticorpo
formado foi marcada com a aplicacdo do cromogeno diaminobenzidina
(DAB) (3,3 diaminobenzidina; Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA) por
cinco minutos. As laminas foram entdo lavadas em &gua corrente,
desidratadas com banhos sucessivos de alcool a 70%, alcool a 95%, alcool
absoluto e xilol e contra coradas com hematoxilina de Harris. Como controle

negativo, o anticorpo primario foi trocado por PBS.
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Tabela 1. Anticorpos padronizados para a andlise imuno-histoquimica

Anticorpo Pré-tratamento Clone Diluicéo Origem

Dako, Glostrup/Denmark

SP-A - 32E12 1:1200

SP-B Citrato SPB02 1:400 LabVision, Fremont/USA

IL-6 Citrato Policlonal 1:20 R&D, Minneapolis /USA

IL-8 EDTA CXCLS8 1:100 R&D, Minneapolis /JUSA

Fas Citrato Policlonal 1:1200 Santa Cruz, California-USA
Fas Ligand Citrato Policlonal 1:100 Santa Cruz, California-USA

SP= proteina associada ao surfactante
IL=interleucina

Para a avaliacdo das células em apoptose, utilzou-se ainda o método
de TUNEL (peroxidase terminal deoxynucleotidyl transferasemediated
deoxyuridine-triphosphatase  nick endlabeling). As laminas foram
desparafinizadas em trés banhos de xilol de cinco minutos cada (um a 60
°C, e os outros dois a temperatura ambiente), reidratadas em gradiente de
etanol (100%, 95%, 90%, 80%, 70%) e incubadas em Proteinase K por 15-
30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida realizou-se lavagem por
dois banhos de trés minutos em PBS sendo incubadas em H,0; 0,3% em
Metanol por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente as laminas
foram lavadas duas vezes em PBS e foi pipetado 50 yL da mistura de
reacdo TUNEL (5 uL da solugdo de enzima e 45 pL da solucdo de
marcador, que marca as fitas de DNA por TdT (terminal deoxynucleotidyl
transferase) o qual catalisa polimerizacdo de nucleotideos marcados de
extremidades livres 3’-OH de uma maneira independente (reacdo de

TUNEL), por amostra. As laminas foram incubadas sob parafilme em
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camara Umida a 37 °C por 60 minutos. Apos nova lavagem de PBS (seis
vezes) foi pipetado 50 yL do conversor de peroxidase por amostra. Em
seguida as laminas foram incubadas sob parafilme em camara Umida a 37
°C por 30 minutos e lavadas em PBS em trés banhos de trés minutos cada.
Apés este procedimento, foram pipetados 50 pyL de DAB (0,2% e H,0;
0,05% em PBS) para revelar a reacdo por 10 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, as laminas foram lavadas em PBS por trés periodos
de trés minutos cada, onde as amostras foram contracoradas por verde de
metila, lavagem em &gua destilada, desidratacdo por etanol e banho em

xilol.

3.2.2 Anélise morfolégica

A analise morfoldgica foi realizada com analise de imagem utilizando-
se 0 software Image-Pro® Plus 4.5 para Windows® (Media Cybernetics-
Silver Spring, MD, EUA) e um computador conectado a uma camera digital
acoplados a um microscopio (Leica DMR, Leica Microsystems Wetzlar
GmbH, Wetzlar, Alemanha) (Figura 1). Para cada marcacao de IHQ, as
laminas foram codificadas para que o investigador ndo soubesse o grupo
(SDRA ou CTRL) que estava analisando (analise cega). A imagem
fotografada pela camera que continha o epitélio marcado pela IHQ era entéo
inserida no programa. O sistema foi calibrado para medir a densidade média

de coloracédo da marcacao IHQ no epitélio das pequenas vias aéreas.
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FONTE: Morales MMB, 2010
Figura 1. Sistema de analise de imagem contendo um computador conectado a uma camera
digital acoplada a um microscaépio 6ptico

Os seguintes parametros foram quantificados nas pequenas vias
aéreas: 1) Parametros inflamatérios, caracterizados pela expressédo de IL-6
e IL-8 pelo epitélio e a densidade de células positivas para essas
interleucinas na parede da via aérea; 2) Expressdo de surfactante,
caracterizado pela expressdo de SP-A e SP-B pelo epitélio e; 3) indice de
apoptose, caracterizado pela expressao de Fas e FasL pelo epitélio e
namero de células epiteliais marcadas pela reacado de TUNEL.

A expressdo de SP-A, SP-B, IL-6, IL-8, Fas, FasL no epitélio
respiratério das pequenas vias aéreas foi calculado como a area positiva de
coloracdo dividida pelo comprimento da membrana basal epitelial
correspondente (umzlum) (Araujo et al., 2008; Figueira De Mello et al., 2010)

(Figura 2).
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andlise de imagem.

(A) Foto do epitélio respiratério de uma via aérea pequena (diametro interno < 2 mm). Barra
=50 pm.

(B) Representacdo esquematica da analise de imagem. ===Comprimento da membrana
basal; Il Area positiva de epitélio. Barra = 50 um

Pelo menos trés vias aéreas pequenas (vias aéreas com perimetro de
membrana basal (MB) < 6 mm ao corte transversal) foram analisadas por
paciente. Partindo-se do principio de que parte do epitélio encontrado
estava descamado, todo o epitélio intacto foi avaliado em cada via aérea no
aumento de 200x.

Para melhor caracterizar o processo inflamatério, além da expressao
de citocinas (IL-6 e IL-8) no epitélio respiratério, verificou-se a densidade de
células positivas na parede das pequenas vias aéreas. Esse valor
correspondia ao namero de células positivas para IL-6 e IL-8 na parede da
via aérea dividido pelo comprimento da membrana basal epitelial
correspondente. Neste caso, toda a extensdo da via aérea foi avaliada

(Figura 3A).
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Figura 3. Fotomicrografia do epitélio das pequenas vias aéreas ilustrando a andlise de

imagem.

(A) Setas indicam as células inflamatérias positivas presentes na parede da via aérea
analisada; === Comprimento da membrana basal correspondente. Barra = 50 um.

(B) Setas indicam as células do epitélio respiratdrio positiva para a apoptose pelo método
TUNEL; === Comprimento da membrana basal correspondente. Barra = 50 um.

Em relacdo ao processo de apoptose, além da expressdo de Fas e
FasL pelo epitélio, verificou-se o numero de células em apoptose marcadas
pela reacdo de TUNEL. Esse valor correspondia ao numero de ceélulas
epiteliais positivas dividido pelo comprimento da membrana basal epitelial

correspondente (Figura 3B).

3.2.3 Correlacdes clinicas

Com a finalidade de investigar os possiveis efeitos da ventilacéo
mecanica e gravidade da sindrome nas alteragcdes morfoldgicas analisadas,
correlacionamos os parametros morfolégicos analisados com os parametros
ventilatorios (pressao de platd e PEEP — valores médios nas primeiras 48
horas de diagnodstico da sindrome) e com os valores de PaO,/FiO, (obtido
no momento do diagndéstico). Devido a natureza retrospectiva deste trabalho

e consequente auséncia de controle dos parametros ventilatorios, utilizamos
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um subgrupo de pacientes com tempo de SDRA de até dois dias para a
realizacdo desta analise, para verificar a influéncia dos parametros

ventilatérios nos momentos iniciais de desenvolvimento da sindrome.

3.2.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software de estatistica SPSS
15.0 (SPSS, Chicago, lllinois, EUA). De acordo com a distribuicdo de cada
variavel, utilizamos os testes “t de Student” ou Mann Whitney para comparar
os dados entre os grupos SDRA e Controle. Para analisar as correlagdes
entre as alteracdes clinicas e andalise morfoldgica, utilizou-se os testes de
Pearson ou Spearman. Os dados estdo apresentados em média + desvio
padrdo (DP) ou mediana e intervalo interquartil. O nivel de significancia

estabelecido para todas as analises foi de 5% (p<0,05).



4. RESULTADOS
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4.1 Caracterizacéo da populacao estudada

Foram incluidos no estudo 31 pacientes com SDRA e 11 controles. As
caracteristicas demogréaficas dos grupos SDRA e CTRL estdo apresentadas
na tabela 2 e 3 respectivamente. A média + DP das idades dos pacientes
dos grupos SDRA e CTRL foi 45 £ 14 e 52 + 16 anos respectivamente
(p=0,18). A SDRA foi desencadeada tanto por processos inflamatérios de
origem pulmonar como de origem sistémica. Pneumonia, broncoaspiracao e
hemorragia alveolar representaram 52% da casuistica, enquanto sepse,
pancreatite e choque hipovolémico representaram 48% dos fatores
predisponentes ao desenvolvimento da SDRA em nossos pacientes. O
tempo de SDRA variou de 1 a 24 dias, porém a maior parte de nossos
pacientes (71%) morreu na primeira semana e 52% nas primeiras 48 horas.
A estratégia para o manejo ventilatério nestes pacientes foi baseada no uso

de baixos volumes correntes (menor que 6mL/Kg de peso ideal).



Tabela 2. Dados demogréficos e clinicos e pardmetros ventilatérios dos pacientes do grupo SDRA
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. . Duracéo da Presséo de platé PEEP .
Paciente Idade Sexo Causa predisponente para SDRA SDRA (dias) (cmH,0) (cmH,0) PaO,/FiO,
1 28 F Sepse, hepatite aguda, 1 18 08 161
2 38 M Pneumonia, SIDA 1 35 20 93
3 48 M Sepse, cirrose 1 12 06 170
4 32 F Pneumonia, SIDA 1 28 14 82
5 36 F Choque hipovolémico, HDA 1 21 9 93
6 58 M Pneumonia 1 25 10 68
7 56 M Pneumonia 1 30 0 79
8 52 F Pneumonia, broncoaspiracdo 1 40 10 a7
9 48 M Pancreatite 1 40 15 51
10 43 M Sepse 2 25 10 166
11 31 M Pneumonia, TMO 2 32 22 137
12 43 M Sepse, endocardite 2 35 17 104
13 56 F Pneumonia Broncoaspiracao 2 28 13 133
14 57 F Sepse 2 23 08 130
15 34 M Sepse 2 27 14 156
16 40 F Sepse 2 21 11 111
17 19 F Pancreatite 3 38 18 84
18 75 M Pneumonia 3 30 14 166
19 58 F Sepse, HDA 4 25 11 197
20 40 F Pneumonia 6 21 09 149
21 75 F Sepse, peritonite 6 25 10 196
22 18 M Pneumonia 7 21 07 189
23 50 M Pneumonia, SIDA 8 28 11 126
24 55 F Sepse, endocardite 9 29 17 119
25 44 M Choque hipovolémico, HDA 10 30 14 108
26 40 F Pneumonia, SIDA 13 22 09 153

Continua...
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Tabela 2. Dados demogréficos e clinicos e parAmetros ventilatérios dos pacientes do grupo SDRA (CONCLUSAQ)

. . Duracéo da Presséo de plato PEEP :
Paciente Idade Sexo Causa predisponente para SDRA SDRA (dias) (cmH,0) (cmH,0) PaO,/FiO,
27 51 F Hemorragia alveolar 14 28 17 195
28 26 M Sepse, peritonite 16 20 10 186
29 45 F Pneumonia, SIDA 19 39 18 199
30 37 M Pneumonia, SIDA 22 25 14 182
31 56 M Pneumonia 24 37 20 173
Megl':,ai 45 + 14 - - 6+7 28+7 13+5 136 + 46
Mgg‘g;‘a 44 (20) ; . 2(8) 28 (10) 11 (8) 137 (80)

F= feminino; M= masculino; HDA = hemorragia digestiva alta; SIDA= sindrome da imunodeficiéncia adquirida; TMO= transplante de medula 6ssea;
PaO,= presséo arterial de oxigénio (mmHg); FiO,= fracdo inspirada de oxigénio; PEEP= presséo expiratoria positiva final.

Para cada paciente, os valores de Pressdo de platd e PEEP correspondem aos valores médios dos primeiros dois dias a partir do diagnéstico. Os
valores de PaO,/FiO, correspondem aos valores do diagnéstico clinico de SDRA.
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Tabela 3. Dados demograficos e clinicos dos pacientes do grupo CTRL

Paciente Idade Sexo Causa do 6bito
1 81 M Hemorragia vesical pos cirdrgica
2 34 M Fibrilagcdo ventricular
3 70 F Ruptura de aneurisma de aorta
4 48 F Infarto agudo do miocérdio
5 27 M Hemorragia digestiva alta
6 38 M Infarto agudo do miocardio
7 48 M Miocardiopatia dilatada
8 63 M Infarto agudo do miocardio
9 51 F Cardiopatia hipertrofica
10 62 M Infarto agudo do miocérdio
11 46 F Infarto agudo do miocérdio

F = Feminino; M = masculino

4.2 Andlise morfolégica

Amostras de tecido pulmonar contendo pelo menos trés vias aéreas
pequenas em corte transversal estavam disponiveis em 18 a 31 pacientes
com SDRA e em 6 a 11 individuos controle dependendo da proteina
estudada. No total, foram analisadas 1 093 pequenas vias aéreas (média de
5,6 vias aéreas por marcacdo em cada paciente). O perimetro médio das
pequenas vias aéreas para o grupo SDRA e para o grupo CTRL foram
respectivamente 1,55 + 0.14 mm e 1,45 + 0,19 mm, correspondendo a
pequenos bronquiolos membranosos (Carroll et al., 1993).

Em relacdo a IL-6, verificamos que o grupo SDRA apresentou maior
densidade de células positivas expressando esta citocina na parede da
pequena via aérea quando comparada ao grupo CTRL [25,5 (14,7) x 13,2
(16,7) cel*10°/ um, p = 0,004] (Figura 4 e Figura 5).

Em relacdo a expresséo de IL-6 pelo epitélio respiratério que reveste

as pequenas vias aéreas, ndo encontramos diferenca significativa entre o
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grupo SDRA e o grupo CTRL [132,2 (344,5) x 208,9 (514,6) umzlum, p = ns]

(Figura 4 e Figura 5).
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Figura 4. Fotomicrografia ilustrativa representando as pequenas vias aéreas do grupo CTRL
(A, C) e SDRA (B,D) coradas com anti-linterleucina 8 (A,B) e 6 (C,D). L = Luz da via aérea,
EP = epitélio respiratério, Setas = células positivas. Barra = 50 um



Resultados 43

* A B
100+ S 15004
£ 804
= £
=~ 10004
S 60- = T
e, g
B 4 500
.t _|_ = }
= 20+
i .
s
c L} | ) 0 ? I
v N \g N
& QL & <
o S ® A
Grupo Grupo

Figura 5. Gréfico representando a quantificacdo da densidade de células IL-6+ na parede
das vias aéreas (* p=0,004) (A) e a expressao da IL-6 pelo epitélio respiratorio (B).

Em relacdo a IL-8, verificamos que o grupo SDRA apresentou maior
densidade de células positivas expressando esta citocina na parede da
pequena via aérea quando comparada ao grupo CTRL [12,7 + 10,7 x 1,6
1,8 cel*10% um, p = 0,004] (Figura 4 e Figura 6).

Em relacdo a expresséo de IL-8 pelo epitélio respiratério que reveste
as pequenas vias aéreas, verificamos que houve uma maior expresséo de
IL-8 pelo epitélio respiratério no grupo ARDS comparado ao grupo controle

[152,67 (162,2) x 25,21 (59,02) umzlum, p= 0,006] (Figura 4 e Figura 6).
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Figura 6. Grafico representando a quantificagdo da densidade de células IL-8+ na parede
das vias aéreas (A) e a expresséao da IL-8 pelo epitélio respiratério (B) (* p<0,05).

A Figura 7 representa a andlise quantitativa da expressdo de
surfactante, SP-A (A) e SP-B (B), pelo epitélio respiratorio da pequena via
aérea. Em relacdo a estas duas variaveis, ndo encontramos diferenca entre
0 grupo SDRA e o grupo controle [SP-A = 211,5 (386,9) x 131,2 (227,5)

um?/um, p= ns] [SP-B = 29,3 (138,1) x 35,48 (56,5) um?/um, p= ns].
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Figura 7. Gréfico representando a quantificacdo da expressdo de SP-A (A) e SP-B (B) pelo
epitélio respiratorio.

A Figura 8 representa a analise quantitativa da expresséo de Fas (A) e
FasL (B) pelo epitélio respiratorio da pequena via aérea e a quantificacao
das células epiteliais positivas pelo método de TUNEL (C). Podemos
observar que ndo houve diferenca estatistica entre o grupo SDRA e o grupo
controle em nenhuma destas variaveis analisadas [Fas = 523,8 + 457,9 X
779,5 + 524,1 pm%um, p= ns] [SP-B = 29,3 (138,1) x 35,48 (56,5) pm?/um,
p= ns] [TUNEL = 45 + 46 x 8,6 £ 5,2 cel*104/um, p=0,065]. Entretanto,
verificamos que o grupo SDRA apresenta uma menor quantidade de células
epiteliais positivas pelo método TUNEL e que houve uma tendéncia a

diferenca estatisticamente significativa (p=0,065).
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Figura 8. Gréfico representando a quantificagdo da expressédo de Fas (A), FasL (B) pelo
epitélio respiratério e (C) células epiteliais positivas pelo método TUNEL.

4.3 Correlac@es clinico-morfolégicas

Observando-se o subgrupo de pacientes com tempo de SDRA de até 2
dias (n = 16) (Tabela 2) onde foram realizadas as correlacées entre o0s
parametros clinicos e ventilatrios (pressédo de platd, PEEP e PaO,/FiO,) e
morfolégicos (IL-6, IL-8, SP-A, SP-B, Fas, FasL, TUNEL), verificamos
apenas uma Uunica correlacdo negativa entre a densidade de células

inflamatorias expressando IL-8 e PaO,/FiO, (r=-0.56; p=0.024) (Figura 9).



Resultados 47

w1 r=-0,56
50 b e . p = 0,024
g .
~ » L]
' 100 - . ”
a [ ]
°
504 ° ®
0 ] ) 1
0 10 20 30
Cel IL-8+ (103)

Figura 9. Grafico mostrando a correlacdo negative entre a PaO,/FiO, e a densidade de

células positivas expressando IL-8 na parede da via aérea em pacientes que morreram em
até 2 dias depois do diagnostico da sindrome (n= 16).



5. DISCUSSAO
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No presente estudo, investigamos o papel do epitélio que reveste as
pequenas vias aéreas na producdo de proteinas associadas ao surfactante
e de citocinas, além da participacdo das vias aéreas na expressao de IL-6 e
IL-8 por células inflamatérias em pacientes que morreram de SDRA.
Verificamos ainda se a apoptose é um mecanismo de morte celular
importante para o epitélio das pequenas vias aéreas na SDRA. No0ssos
achados principais foram o aumento do nimero de células que expressam
IL-6 e IL-8 na parede das vias aéreas de pacientes com SDRA e o aumento
na expressao epitelial de IL-8 na via aérea. Além disso, ndo encontramos
diferencas com relacdo aos marcadores de apoptose no epitélio respiratorio
das pequenas vias aéreas (Fas, FasL e TUNEL) nos dois grupos.

Em condigcbes normais, as funcdes do epitélio das vias aéreas
pequenas incluem formar uma barreira mecéanica a particulas inalaveis do
meio ambiente, participacdo na resposta inflamatéria incluindo o
recrutamento e a modulagdo de células inflamatérias e reparo tecidual da
via aérea lesada (Thompson et al., 1995). Em algumas doencas pulmonares
como a Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) e a asma, as
alteracdes da estrutura e funcao do epitélio respiratorio estdo bem descritas
(Crystal et al., 2008), porém existem poucos trabalhos que estudaram as
alteracdes do epitélio das vias aéreas na SDRA. Em modelos experimentais,
observa-se um aumento da inflamacéo nas pequenas vias aéreas tanto em
modelos de SDRA quanto em modelos de Les&o Pulmonar Induzida pela
Ventilacdo Mecanica (VILI) (Tsuchida et al., 2006; D'angelo et al., 2008;

Matute-Bello et al.,, 2008). Em um modelo experimental de LPA pela
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deplecédo de surfactante em ratos, Tsuchida e colaboradores mostraram que
os danos ao epitélio das vias aéreas associado a inflamacg&o peribréonquica
ocorre difusamente no pulmao afetando regides com e sem atelectasias
(Tsuchida et al., 2006). O aumento de células positivas expressando IL-6 e
IL-8 nas vias aéreas, bem como o aumento na expressao epitelial de IL-8
encontrado em nossos resultados estdo de acordo com estes trabalhos
experimentais e evidenciam que as pequenas vias aéreas podem contribuir
para o processo inflamatério e liberacao de citocinas na SDRA.

Ranieri et al (1999) verificaram que o tipo de estratégia utilizada para
ventilar os pacientes com SDRA influenciava na concentracdo sérica e no
lavado broncoalveolar de algumas interleucinas. Os resultados deste estudo
foram confirmados posteriormente por Parsons et al (2005) que verificaram
em 861 pacientes previamente randomizados para duas estratégias
ventilatorias diferentes comparando-se diferentes volumes pulmonares (6 e
12 mL/Kg de peso ideal) que os niveis séricos elevados das interleucinas
pro-inflamatérias, IL-6 e IL-8, tem efeito deletério para os pacientes com
LPA/SDRA caracterizados pelo aumento de morbidade e mortalidade destes
pacientes. Além disso, a IL-6 é considerada uma citocina pro-fibrotica,
marcadora e mediadora de sepse e em individuos asmaticos esta associada
ao processo de remodelamento das vias aéreas. Bidpsias de pacientes
asmaticos apos 24 horas de stress mecanico apresentaram aumento na
quantidade de IL-6 e versican, um proteoglicano que compde a matriz
extracelular e esta relacionado ao processo de fibrose (Le Bellego et al.,

2009).
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Por outro lado, embora alguns trabalhos tenham mostrado uma relagao
deletéria entre os niveis de IL-6 e a gravidade da doenca, o seu papel ainda
ndo esta totalmente esclarecido. Apesar de ser uma citocina liberada
precocemente na fase inflamatoria aguda e ser um marcador de lesédo na
SDRA, alguns estudos tem reportado um papel anti-inflamatério desta
citocina em alguns modelos experimentais e apos atividade fisica (Xing, et
al, 1998; Petersen e Pedersen, 2005; Nandi et al, 2010). Xing et al, (1998)
mostraram que camundongos “knockout” para IL-6 apresentavam maior
concentracdo de TNFa e infiltracdo neutrofilica pulmonar apds exposicéo a
endotoxinas do que camundongos com IL-6. Em um modelo de lesao
hepética, Nandi et al (2010) relataram que o tratamento com IL-6 antes e
apos a inducdo da lesdo hepatica, diminui a concentragdo de citocinas pro-
inflamatérias e infiltrado neutrofilico bem como elevou a concentragéo de IL-
10, uma citocina com funcao anti-inflamatoria.

A IL-8 é uma citocina quimiotatica relacionada com o recrutamento de
neutréfilos levando a um dano pulmonar maci¢co na SDRA. Em um estudo
com LBA de pacientes com SDRA, a quantidade de IL-8 correlacionou-se
com o numero de neutrofilos. Além disso, a IL-8 estava aumentada nos
pacientes que morreram (Aggarwal et al., 2000). Nosso grupo demonstrou
previamente que os pacientes que morreram com SDRA apresentam
inflamacdo nas vias aéreas e sinais de remodelamento (Morales, et al.,
2011). No presente trabalho, verificamos que o aumento da expressao de
citocinas pelas células inflamatorias presentes nas pequenas vias aéreas

estd associado a gravidade da doenca. Desta forma, sugerimos que a
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expresséo acentuada de IL-6 e IL-8 pode estar envolvida no mecanismo de
lesdo das vias aéreas e do remodelamento observado nestes pacientes.

O surfactante pulmonar é composto de fosfolipideos (80%), lipideos
(8%) e proteinas (12%). Seu principal componente € O
dipalmitoilfosfatidilcolina, um fosfolipide anfipatico relacionado com a
diminuicdo da tenséo superficial pulmonar. Inicialmente acreditava-se que
este comportamento biofisico era a Unica funcdo do surfactante, porém
atualmente sabe-se que ele desempenha importantes funcdes
imunomodulatérias (resposta inata e adaptativa), melhora o clearance
brébnquico, além de contribuir para a estabilizacdo das vias aéreas pequenas
evitando o colapso e o acumulo de liquidos (Hohlfeld, 2002).

O primeiro processo patolégico que destacou a importancia do
surfactante foi a sindrome do desconforto respiratorio da infancia (doenca
da membrana hialina) desencadeado pela deficiéncia do surfactante.
Entretanto, atualmente as alteracdes nas caracteristicas biofisicas e
bioguimicas do surfactante sdo detectadas em varias outras doencas
pulmonares como a asma, a pneumonia, o edema agudo de pulméo e a
SDRA (Hohlfeld, 2002).

Quatro tipos de proteinas associadas ao surfactante tém sido descritas
sendo que a mais predominante é a SP-A. Esta proteina tem participacéo
importante na resposta inata e regula a secrecdo de surfactante pelas
células do tipo Il. A principal funcdo da SP-B € reduzir a tensao superficial

(Pryhuber, 1998; Hohlfeld, 2002; Hohlfeld, 2005).
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O surfactante das vias aéreas é secretado pelas células de Clara e
esta relacionado com a estabilidade das vias aéreas prevenindo o acumulo
de liquido na luz, atuando como uma barreira tendo ainda propriedades
imunomoduladoras importantes (Hohlfeld, 2005). Nossa hipétese inicial era
que a expressao de SP-A e SP-B estivesse diminuida no epitélio das vias
aéreas de pacientes com SDRA, o que talvez estivesse relacionado com o
mecanismo de colapso de vias aéreas distais observado nestes pacientes.
Entretanto, ndo encontramos nenhuma diferenca na expressao epitelial de
SP-A e SP-B nas vias aéreas dos pacientes dos dois grupos analisados.

Alguns estudos que analisaram o LBA de pacientes com risco e no
momento agudo da SDRA mostraram concentra¢des diminuidas de SP-A e
SP-B (Pison et al., 1989; Gregory et al., 1991; Greene et al., 1999). Greene
et al (1999) ao realizarem LBA consecutivos de pacientes com fatores de
risco para SDRA e novamente no primeiro, terceiro, sétimo e 14° dia apés a
instalacdo da sindrome, mostraram que os niveis de SP-A e SP-B
permanecem baixos durante o curso da doenca (primeiro ao décimo quarto
dia). Entretanto, em um estudo mais recente (Schmidt et al., 2007)
analisando-se o liquido do LBA de pacientes com SDRA em trés momentos
diferentes do curso da doenca, verificou-se que ocorre uma melhora
consideravel na composicédo de surfactante sendo que os valores de SP-A
atingem um nivel préximo a normalidade em sete a nove dias da doenca.
Nossos resultados talvez indiquem que as alteracdes na expressdo do
surfactante pelo epitélio das vias aéreas pequenas nao contribuem para as

alteracdes locais (presenca de colapso) das vias aéreas na SDRA ou, de
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forma similar ao que ocorre nos alvéolos, pode haver uma recuperagdo da
producdo dessas proteinas nas vias aéreas. Além disso, embora a
quantidade de proteinas associadas ao surfactante ndo tenha sido diferente
nos dois grupos analisados, n6és ndo podemos descartar a possibilidade
destas proteinas apresentarem alguma disfuncao nestes pacientes.

No presente estudo, o indice de apoptose do epitélio das vias aéreas
foi verificado tanto pelo sistema Fas/FasL quanto pelo TUNEL. N&o
encontramos diferencas entre os grupos SDRA e CTRL em nenhuma destas
andlises. Estes resultados indicam que a apoptose ndo € o mecanismo
principal de morte do epitélio das pequenas vias aéreas, sugerindo que a
descamacao bronquiolar é secundaria principalmente a necrose do epitélio.

Alguns estudos com modelos experimentais de LPA e o uso de
ventilagdo mecéanica com baixos volumes correntes tem mostrado que a
lesdo das pequenas vias aéreas estd caracterizada por necrose e
descamacao do epitélio (Muscedere et al.,, 1994; D'angelo et al., 2002,
D'angelo et al., 2007; D'angelo et al., 2008) sendo que a descamacao do
epitélio bronquiolar também estd presente em humanos com SDRA
(Katzenstein, 2006; Morales et al., 2011). Os mecanismos de lesdo epitelial
e descamacdo nao estdo completamente compreendidos, mas parecem
resultar da forca de cisalhamento que ocorre durante o processo de abertura
e fechamento das pequenas vias aéreas ou do preenchimento das mesmas
por liquido (Milic-Emili et al., 2007; Ghadiali e Gaver, 2008) ou ainda do
estresse mecanico levando a hiperdistensdo das células epiteliais (Copland

et al., 2003). O aumento destas forcas de tensdo sobre o epitélio que
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reveste as pequenas vias aéreas pode levar a deformidades celulares, a
morte e/ou a ruptura das adesoOes celulares (Ghadiali e Gaver, 2008).

Nossa hipétese era de que a apoptose seria 0 mecanismo preferencial
de morte celular das pequenas vias aéreas na SDRA. Atualmente acredita-
se que a apoptose estd relacionada a fisiopatologia da SDRA por trés
mecanismos distintos: 1) inducdo inapropriada da apoptose de células
epiteliais; 2) inibicdo inapropriada da apoptose de células inflamatérias,
principalmente neutréfilos e; 3) distirbio do processo apoptotico levando a
necrose secundaria a apoptose, sendo que neste Ultimo caso ocorre o
extravasamento de conteudo celular nas areas adjacentes.

A contribuicao relativa de cada processo de morte celular (apoptose ou
necrose) no epitélio da SDRA permanece incerta (Albertine et al., 2002;
Martin et al., 2005). Tanto em LBA de pacientes com LPA/SDRA quanto nas
células epiteliais alveolares em pacientes que morreram de LPA/SDRA
verificou-se um aumento nos niveis de Fas e FasL (Matute-Bello et al.,
1999; Albertine et al., 2002). A idéia de que o sistema Fas/FasL tem papel
importante na apoptose do epitélio das vias aéreas pequenas provem da
observacdo de que o liquido recuperado de LBA de pacientes com SDRA
induz a apoptose de células epiteliais distais e que esta apoptose € inibida
bloqueando-se o sistema Fas/FasL (Matute-Bello et al., 1999). Entretanto,
ao se analisar a ultra-estrutura do tecido pulmonar de modelos animais de
VILI o principal mecanismo de morte encontrado nas células epiteliais foi a

necrose (Fanelli et al., 2009).
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Algumas limitagbes do presente estudo devem ser abordadas. Alguns
estudos sugerem que a lesdo tecidual na LPA é mais grave nas regides
dependentes do pulmé&o (Broccard et al., 1997; Takeuchi et al., 2002). No
entanto, estudos experimentais mais recentes demonstraram que a leséo
brébnquica é difusa, acometendo tanto as regifes dependentes como as nao
dependentes do pulméao (Tsuchida et al., 2006). Devido a limitacdo da coleta
retrospectiva do tecido pulmonar analisado no presente estudo, néo foi
possivel acessar as diferencas regionais da lesdo pulmonar na SDRA em
humanos. Além disso, nas vias aéreas selecionadas analisamos apenas o
epitélio que estava integro. Tendo em vista que a descamacdo epitelial é
uma caracteristica da SDRA (Muscedere et al., 1994; Morales et al., 2011),
ndo podemos excluir a possibilidade de que o epitélio apresentando o maior
grau de alteracdo nao tenha sido analisado e sendo assim, nossos dados
estariam subestimados. Finalmente, ndo existem informa¢cbes sobre os
habitos pessoais nos prontuarios médicos de alguns dos pacientes
estudados. Considerando que algumas das alteracdes de vias aéreas
observadas podem ser relacionadas ao habito tabagico, esta informacao
seria importante para a analise dos dados. Apesar de tais limitacbes, a
caracteristica clinico-morfologica deste estudo nos garante que todos os
pacientes avaliados realmente foram acometidos por SDRA. O diagnostico
caracterizado clinicamente (Bernard et al., 1994) e confirmado por
alteracdes histologicas consistentes com a sindrome (Katzenstein, 2006)
elimina o viés assumido por estudos clinicos nos quais as defini¢cdes clinicas

utilizadas rotineiramente apresentam sensibilidade e especificidade
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moderadas, podendo gerar achados falso-negativos e/ou incoerentes
(Ferguson et al., 2005).

Em resumo, nossos resultados mostram que as pequenas vias aéreas
participam na inflamagdo de pacientes com SDRA caracterizada pelo
aumento na expressao de interleucinas pro—inflamatérias tanto na via aérea
quanto no epitélio. Nossos resultados sugerem ainda que a apoptose nao é
o principal mecanismo de morte das células epiteliais das vias aéreas de

pacientes com SDRA.
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As pequenas vias aéreas contribuem com o processo inflamatério
pulmonar caracteristico na SDRA com aumento da expressao de citocinas
pro-inflamatérias tanto pelo epitélio quanto pelas células inflamatoérias
presentes nas vias aéreas.

Nossos resultados sugerem que alteracdes do surfactante produzido
localmente nas vias aéreas ndo contribuem significativamente para as
alteracdes funcionais das vias aéreas encontradas em parte dos pacientes
com SDRA.

A apoptose ndo parece ser o principal mecanismo de morte celular do

epitélio respiratorio das pequenas vias aéreas em individuos com SDRA.
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Anexo A. Aprovacdo do Comité de Etica para a conducdo da pesquisa:
Protocolo de pesquisa numero 1308/06

K

Carta Dotada ge 07 04.10

Ao
Departamento de Patologia

A ComissGo de Efica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e
da Faculdade de Medicing da Universidade de Sao Paulo, em sessdo

de 28.04.10 tomou conhecimento que o Protocolo de Pesquisa
n® 1308/06 intitulado “ENVOLVIMENTO DAS PEQUENAS VIAS AEREAS

NA SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO: O PAPEL DA
INFLAMACAO DAS ALTERACOES DO SURFACTANTE E DA APOPTOSE DE
CELULAS EPITELIAIS", cprovado em 14.03.07, serG tese de doutorado
do aluno RUY DE CAMARGO PIRES NETO , tendo como orientadoro
PROFA. DRA. MARISA DOLHNIKOFF, bem como tomeou ciéncia do

relatorio de andamento da pesquisa.

CAPPesq. 28 de gboril de 2010.

-

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissho de Erica para Andlize de Projetds de Pesquisa da HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de medicna da Uriiversidade de 540 Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos, 225, 5° andar - CEP 03430 010 - S30 Paule - 5@
Fone: 011 - 30696442 fax @ 011 « 3067 6492 - e-mail : Coppesa@hcnet. usp. b
matc
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Caso Grupo SE-A SIZ-B IL2-6 IL-6 (cel/ IL2-8 IL-8 (cel/ F?s FazsL Tunel (cel/
(Um*/um) (Lm“/pum) (Lm*/pum) um) (HM*/pm) pm) (Lm“/pm) (UmM*/pum) um)
1 CTRL 131,25 49,22 208,95 0,0273 12,38 0,0003 1532,16 835,90 2,74
2 CTRL 137,56 17,98 311,08 0,0141 165,89 0,0018 260,11 986,71 2,46
3 CTRL - - - 0,0198 - 0,0018 813,44 - -
4 CTRL - - - 0,0124 - 0,0010 - - -
5 CTRL 110,29 48,94 941,49 0,0340 - 0,0051 1473,09 990,26 12,48
6 CTRL 369,53 0,59 93,46 0,0069 12,06 0,0010 845,19 920,20 -
7 CTRL 299,45 - - 0,0227 - 0,0047 - 222,99 9,34
8 CTRL 31,61 22,04 129,77 0,0072 39,80 0 394,97 597,89 15,09
9 CTRL - - - 0,0081 - 0,0022 225,96 - 13,33
10 CTRL - - - 0,0068 34,61 0 1192,00 670,11 -
11 CTRL 71,90 133,07 - - 15,83 0 279,09 - 4,78
12 SDRA 225,22 14,60 24,98 0,0139 35,50 0,0023 1202,95 628,72 0
13 SDRA 33,86 12,91 3,09 0,0145 541,42 0,0439 67,24 500,98 2,81
14 SDRA 352,76 0,02 141,98 0,0289 147,12 0,0154 214,24 500,00 -
15 SDRA 254,24 122,87 260,4 0,0179 83,19 0,0029 601,23 941,56 0
16 SDRA 211,59 29,32 - 0,0166 137,30 0,0013 1737,31 868,37 0,00
17 SDRA - - - 0,0289 - 0,0022 - - -
18 SDRA - 1,80 - 0,0230 - 0,0038 - 548,07 -
19 SDRA 59,24 98,63 150,60 0,0241 158,23 0,0105 196,08 943,82 6,18
20 SDRA - - - 0,0163 - 0,0111 - 689,90 -
21 SDRA 24,84 37,20 - - - 0,0155 112,86 1127,49 6,27
22 SDRA - - - 0,0601 - 0,0279 - - -
23 SDRA 54,50 2,16 - 0,0116 - 0,0044 723,24 1261,34 9,15
24 SDRA 50,40 3,85 4557 0,0244 41,38 0,0052 123,36 454,08 0,00
25 SDRA - - - - - 0,0003 - - -

CONTINUA...
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Caso Grupo SE-A SIZ-B IL2-6 IL-6 (cel/ IL2-8 IL-8 (cel/ F?s FazsL Tunel (cel/
(MM*/pm) (MmM*/pm) (MmM*/pm) Hm) (MmM*/pm) pm) (MmM*/pm) (MM*/pm) Hm)
26 SDRA 77,71 30,32 59,48 0,0236 220,64 0,0141 373,48 787,59 4,12
27 SDRA 1174,01 17,24 18,70 0,0975 22,37 0,0074 820,26 353,66 11,57
28 SDRA 183,26 248,33 1300,09 0,0238 54,44 0,0045 224,99 1341,48 2,61
29 SDRA 185,47 162,90 3,39 0,0274 - 0,0045 0,35 390,48 1,40
30 SDRA 446,20 185,47 120,23 0,0344 62,91 0,0106 251,82 557,77 0,00
31 SDRA 83,02 15,18 508,99 0,0584 68,69 0,0123 342,15 1324,02 1,19
32 SDRA - - - 0,0727 1171,72 0,0284 - - 5,98
33 SDRA - - - 0,0558 - 0,0231 - - -
34 SDRA 590,33 5,60 131,83 0,0460 230,04 0,0046 832,64 980,46 1,10
35 SDRA - - - - - 0,0200 - - -
36 SDRA - - - 0,0273 - 0,0275 1260,67 595,72 11,11
37 SDRA 255,83 189,17 617,28 0,0286 160,05 0,0098 529,15 640,80 5,56
38 SDRA - - - 0,0164 - 0,0316 - - -
39 SDRA - 0,81 132,22 0,0267 197,12 0,0182 82,33 327,25 2,49
40 SDRA 755,07 223,95 480,05 0,0284 176,48 0,0034 535,57 517,97 8,75
41 SDRA - - - 0,0229 - 0,0209 - - -
42 SDRA 2468,20 67,05 279,52 0,0199 266,33 0,0078 769,61 1147,43 16,20

CONCLUSAO
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