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RESUMO 

 

De Souza Xavier Costa N. Expressão de biomarcadores de lesão epitelial em tecido pulmonar 

proveniente de necrópsia de pacientes diagnosticados com sepse e síndrome do desconforto 

respiratório agudo [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2023.  

 

A síndrome do desconforto respiratório aguda (SDRA) é caracterizada por edema, hipoxemia 

grave, e diminuição da complacência pulmonar. Histologicamente, o dano alveolar difuso é 

considerado a principal marca da fase exsudativa da SDRA. A SDRA representa 10,4% das 

admissões da unidade de terapia intensiva. A taxa de mortalidade pode variar de 34,9% a 46,1% 

dependendo da sua gravidade e estima-se que cerca de 40% dos casos não são diagnosticados. 

Como continua sendo um desafio identificar pacientes com SDRA e diferenciá-la de outras 

causas de insuficiência respiratória aguda, muitos estudos têm-se centrado na identificação de 

biomarcadores. Apesar dos avanços nessa área, não existe um único e confiável biomarcador 

sendo utilizado na prática clínica atualmente. O objetivo deste estudo é avaliar e comparar a 

expressão tecidual dos biomarcadores RAGE, elafina e SP-D no epitélio pulmonar de pacientes 

com SDRA, pacientes sépticos e indivíduos controle. Para tanto, selecionamos pacientes com 

diagnóstico de SDRA (n=47), posteriormente subclassificados em quadros leves, moderados e 

severos; pacientes com diagnóstico de sepse e sem critérios para SDRA (n=30); e pacientes 

controles que faleceram de causas não pulmonares (n=27) que tiveram suas autopsias realizadas 

no Serviço de Verificação de Óbitos da Capital (SVOC). Informações dos laudos necroscópicos 

e exames laboratoriais foram coletados. Observamos um aumento da expressão proteica da 

elafina nos grupos sepse e SDRA. O grupo SDRA severa apresentou maior expressão proteica 

de elafina no tecido pulmonar em comparação aos grupos SDRA leve e sepse. Além disso, 

observamos um aumento da expressão proteica de RAGE na SDRA grave em comparação com 

a SDRA leve e uma diminuição da expressão proteica de SP-D nos pacientes com sepse e com 

SDRA em comparação com os controles. Nos pacientes com SDRA, as expressões de elafina e 

RAGE no tecido pulmonar estão correlacionadas com vários parâmetros gasométricos arteriais, 

indicando uma correlação entre a gravidade da hipoxemia e a expressão destes marcadores. 

Além disso, correlacionam-se com a percentagem de broncopneumonia e o score de membrana 

hialina. A expressão de SP-D não teve qualquer correlação com os parâmetros gasométricos ou 

com as variáveis histológicas. A expressão de RAGE foi negativamente correlacionada com a 

duração da Ventilação Mecânica (VM) tanto em pacientes com SDRA quanto em pacientes 



com sepse. Nos pacientes com sepse, os marcadores não se correlacionaram com os parâmetros 

gasométricos, exceto o RAGE que se correlaciona com a saturação de O2. Além disso, no grupo 

sepse, a elafina foi positivamente correlacionada com o tempo de permanência na UTI, a SP-D 

foi positivamente correlacionada com o lactato sérico e o RAGE foi positivamente 

correlacionado com PCR. A análise da expressão tecidual de elafina, RAGE e SP-D não 

discrimina pacientes com sepse de pacientes com SDRA, porém a expressão de elafina e RAGE, 

mas não de SP-D, está correlacionada com a gravidade da SDRA.  

 

Palavras-Chave: Síndrome do desconforto respiratório agudo. Sepse. Biomarcadores. Elafina. 

Dano alveolar difuso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

De Souza Xavier Costa N. Expression of epithelial injury biomarkers in lung tissue from 

necropsy of patients with sepsis and acute respiratory distress syndrome [thesis]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2023. 

 

Acute respiratory distress syndrome (ARDS) is characterized by edema, severe hypoxemia, and 

decreased pulmonary compliance. Histologically, diffuse alveolar damage is considered the 

hallmark of the exudative phase of ARDS. ARDS accounts for 10.4% of intensive care unit 

admissions. Mortality rate can range from 34.9% to 46.1% depending on its severity, and it is 

estimated that about 40% of cases are undiagnosed. As it remains a challenge to identify ARDS 

patients and differentiate them from other causes of acute respiratory failure, many studies have 

focused on identifying biomarkers. Despite advances in this area, there is no single reliable 

biomarker being used in clinical practice currently. The aim of this study is to evaluate and 

compare the tissue expression of RAGE, elafin and SP-D in the lung epithelium of ARDS 

patients, septic patients and control subjects. To this end, we selected patients diagnosed with 

ARDS (n = 47), later subclassified as mild, moderate and severe; patients diagnosed with sepsis 

without criteria for ARDS (n = 30); and control patients who died of non-pulmonary causes (n 

= 27) with autopsies performed at the São Paulo Autopsy Service (SVOC). We collected 

information from the autopsy reports and laboratory tests. We observed an increased protein 

expression of elafin in the sepsis and ARDS groups. The severe ARDS showed higher elafin 

expression in the lung tissue compared to the mild ARDS and sepsis group. In addition, we 

observed increased protein expression of RAGE in severe ARDS compared to mild ARDS and 

decreased protein expression of SP-D in septic and ARDS patients compared to controls. In 

ARDS patients, elafin and RAGE expressions on the lung tissue correlate with several blood 

gas parameters, a correlation between the severity of the hypoxemia and the expression of these 

markers. In addition, they correlate with the percentage of bronchopneumonia and hyaline 

membrane score. SP-D expression does not show any correlation with blood gas parameters or 

histological scores. RAGE expression was negatively correlated with Mechanical Ventilation 

(MV) duration in both ARDS and septic patients. In septic patients, the markers almost did not 

correlate with blood gas parameters, except for the RAGE that correlates with O2 saturation. 

Moreover, elafin was positively correlated with ICU stay, SP-D was positively correlated with 

serum lactate and RAGE was also correlated with C-reactive protein. Thus, looking solely at 



the tissue expression of elafin, RAGE and SP-D does not discriminate sepsis patients from 

ARDS patients, however the expression of elafin and RAGE, but not SP-D, does correlate with 

ARDS severity.  

 

Keywords: Acute respiratory distress syndrome. Sepsis. Biomarkers. Elafin. Diffuse alveolar 

damage. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) é uma causa comum de 

insuficiência respiratória em pacientes críticos e é definida pelo início agudo de edema 

pulmonar não cardiogênicoe hipoxemia que requer ventilação mecânica (Matthay et al., 2019). 

É caracterizada por edema por aumento de permeabilidade, rico em proteínas, que pode levar à 

hipoxemia grave, diminuição da complacência pulmonar, aumento do peso pulmonar e espaço 

morto fisiológico (Dushianthan et al., 2011). 

Desde a sua primeira descrição em 1967 por Ashbaugh et al., diversas definições foram 

propostas. Em 2012 foi publicada a definição de Berlim (ARDS Definition Task Force, 2012) 

com o objetivo de atualizar a definição utilizando novos dados epidemiológicos, fisiológicos e 

estudos clínicos para lidar com as limitações presentes nas definições anteriores. Na definição 

de Berlim, a SDRA é dividida em 3 subgrupos e classificada de acordo com a severidade da 

hipoxemia: leve, moderada e severa. Os critérios determinados pela definição de Berlin são 

apresentados na tabela 1. 

 

Tabela 1. Critérios recomendados para síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) 

pela definição de Berlim. 

Síndrome do desconforto respiratório agudo 

Início 
Dentro de 1 semana após um quadro clínico conhecido ou novo ou 

agravamento de sintomas respiratórios. 

Imagem do 

tóraxa 

Opacidades bilaterais – não totalmente explicadas por derrames, colapso 

lobar/pulmonar ou nódulos. 

Origem do 

edema 

Insuficiência respiratória não totalmente explicada por insuficiência cardíaca 

ou sobrecarga hídrica. Necessária avaliação objetiva (ex. ecocardiograma) 

para exclusão de edema hidrostático na ausência de fatores de risco. 

Oxigenaçãob 

Leve: 200 mmHg < PaO2/FiO2 ≤ 300mm Hg com PEEP ou CPAP ≥ 5 cm 

H2Oc 

Moderada: 100 mmHg < PaO2/FiO2 ≤ 200 mm Hg com PEEP ≥ 5 cm H2O 

Severa: PaO2/FiO2 ≤ 100 mm Hg com PEEP ≥ 5 cm H2O. 

FONTE: Adaptada de ARDS Definition Task Force, 2012. 
a Radiografia ou tomografia computadorizada de tórax; 
b Se altitude>1.000 m, calcular fator de correção da seguinte maneira [PaO2/FiO2 x (Pressão 

barométrica/760)]; 
c Pode ser oferecido ventilação não invasiva para pacientes com SDRA leve. 

 



15 
 

Apesar da definição de Berlim ter sido um grande avanço, algumas limitações foram 

reconhecidas após a publicação. Entre elas destacam-se: a Definição de Berlim é problemática 

em locais com recursos limitados porque a radiografia de tórax, a gasometria arterial e a 

ventilação mecânica nem sempre estão disponíveis (Riviello et al., 2016). Métodos de oximetria 

de pulso não invasivos para avaliar critérios de oxigenação para SDRA foram validados e 

aplicados em estudos observacionais e ensaios clínicos, porém não contemplados nos exames 

definidores listados (Brown et al., 2016; Rice et al., 2007). Pacientes com insuficiência 

respiratória aguda tratados com cateter nasal de alto fluxo (CNAF) não atendem à definição de 

Berlim, que requer ventilação mecânica invasiva ou não invasiva com um mínimo de 5 cm H2O 

de pressão expiratória final positiva (PEEP) (Matthay et al., 2021; Ware, 2022). 

 Recentemente novas recomendações foram propostas por um comitê composto por 32 

especialistas para expandir a definição de Berlim (Matthay et al., 2023). O comitê fez quatro 

recomendações principais: (1) Incluir CNAF com vazão mínima de 30 litros/min; (2) Utilizar a 

relação da pressão parcial de oxigênio (PaO2) pela fração inspirada de oxigênio (FiO2) ≤ 300 

mmHg ou a fração da saturação de oxigênio pela FiO2 (SpO2/FiO2) < 315 (se SpO2 menor que 

97%) para identificar a hipoxemia; (3) Manter as opacidades bilaterais como critérios de 

imagem, mas adicionar o ultrassom como modalidade de imagem, especialmente em áreas com 

recursos limitados; e (4) Em ambientes com recursos limitados, não exigir PEEP, taxa de fluxo 

de oxigênio ou dispositivos específicos de suporte respiratório. 

O maior estudo sobre a epidemiologia da SDRA foi publicado por Bellani et al. em 2016 

e consistiu em um estudo multicêntrico conduzido durante 4 semanas em 459 UTIs de 50 países.  

Este estudo verificou que casos de SDRA representam 10,4% das admissões da unidade de 

terapia intensiva (UTI). A SDRA leve apresentou prevalência de 30% e mortalidade de 34,9%, 

a SDRA moderada teve prevalência de 46,6% e a taxa de mortalidade foi de 40,3% e SDRA 

severa apresentou prevalência de 23,4% e mortalidade de 46,1%. Cerca de 25% dos casos de 

SDRA leve evoluem para moderada, 10,38% dos casos leves e moderados evoluem para severo 

e 12,87% dos pacientes morrem dentro da primeira semana de internação sem evolução do 

status da SDRA. A taxa de reconhecimento clínico de SDRA foi baixa, sendo que 40% dos 

casos não foram diagnosticados e um dos fatores que contribuem para isso é a presença de sepse 

extrapulmonar (Bellani et al., 2016). Alguns grandes ensaios clínicos de SDRA como o ensaio 

ACURASYS de bloqueio neuromuscular contínuo precoce (Papazian et al., 2010), o ensaio 

PROSEVA de posicionamento pronado (Guérin et al., 2013) e o ensaio ROSE que reavalia o 

bloqueio neuromuscular contínuo precoce (National Heart, Lung, and Blood Institute PETAL 
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Clinical Trials Network, 2019) que foram direcionadas a pacientes com SDRA moderada a 

grave, tiveram taxas de mortalidade nos braços de controle que excederam 40%. 

A SDRA é heterogênea em termos de fatores de risco clínicos, fisiologia da lesão pulmonar 

e microbiologia, explicando potencialmente por que as terapias farmacológicas têm sido em sua 

maioria malsucedidas no tratamento da SDRA. A estratificação de risco de pacientes com 

SDRA não é novidade. A definição de Berlim estratifica a SDRA em três subgrupos (Tabela 1) 

de acordo com o grau de hipoxemia (leve, moderada e severa), e a mortalidade aumenta à 

medida que a relação PaO2/FiO2 diminui (ARDS Definition Task Force, 2012; Bellani et al., 

2016). Identificar fenótipos de SDRA e integrar essas informações na seleção de pacientes para 

ensaios clínicos pode aumentar a chance de eficácia com novos tratamentos (Matthay et al., 

2020). As principais subcategorias que foram propostas para a SDRA são: 

Subfenótipos fisiológicos: O estudo publicado por Wendel Garcia et al. (2021) identificou 

que o subfenótipo não-recrutável apresentou menor elastância do sistema respiratório, menor 

espaço morto alveolar e menor quantidade de volume pulmonar potencialmente recrutável do 

que o subfenótipo recrutável. Já o subfenótipo recrutável respondeu àmanobra de recrutamento 

com aumento do tecido pulmonar ventilado, da complacência e da relação PaO2/FiO2. Um 

padrão parecido também foi identificado em pacientes com SDRA relacionada a COVID-19. O 

subfenótipo recrutável foi caracterizado por menor PaO2/FiO2, menor volume pulmonar 

normalmente aerado e menor complacência. Além disso, tiveram maior diminuição na massa 

pulmonar não-aerada em resposta a uma manobra de recrutamento padronizada e foram 

ventilados mecanicamente por mais tempo até a extubação bem-sucedida (Grieco et al., 2022). 

Subfenótipos por causa: A SDRA pode ser desencadeada por diferentes fatores de risco 

pulmonares como pneumonia, aspiração de conteúdo gástrico ou contusão pulmonar e 

extrapulmonares como sepse, pancreatite ou trauma não torácico, sendo que a pneumonia e 

sepse extrapulmonar são as causas mais comuns de SDRA (Thompson et al., 2017; Ware, 

Matthay, 2001). Pacientes com causas pulmonares diretas apresentam mais lesão no epitélio 

alveolar e inflamação alveolar do que pacientes com causas indiretas não pulmonares (Pelosi et 

al., 2003). Quando um fator de risco extrapulmonar leva à SDRA, a lesão endotelial e a 

inflamação sistêmica aumentam (Calfee et al., 2015; Pelosi et al., 2003). A heterogeneidade 

biológica e fisiológica entre os fatores de risco pulmonares e extrapulmonares para SDRA tem 

sido um foco de pesquisa há décadas, mas não resultou em avanços terapêuticos significativos 

(Bos e Ware, 2022). Por outro lado, foram feitos progressos substanciais na prevenção da 

SDRA por diferentes causas específicas. Por exemplo, a transfusão de plasma de doadores do 

sexo feminino, em vez de doadores do sexo masculino, foi identificada como um importante 
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fator de risco para lesão pulmonar aguda relacionada à transfusão (TRALI) (Gajic et al., 2007). 

A SDRA relacionada à COVID-19, na qual a disfunção imunológica impulsiona o 

desenvolvimento da SDRA, exemplifica o valor de avaliar uma população suficientemente 

homogênea para um tratamento farmacológico direcionado. Na maioria dos casos, pacientes 

com SDRA não relacionada à COVID-19 não responderam favoravelmente às abordagens anti-

inflamatórias; por outro lado, pacientes com SDRA relacionada à COVID-19 mostraram 

benefícios do tratamento com corticosteroides no estudo RECOVERY (RECOVERY 

Collaborative Group, 2021). 

Subfenótipos hipoinflamatórios e hiperinflamatórios: Estes subfenótipos foram bem 

descritos no estudo publicado por Calfee et al., em 2014. Este estudo descreve que o subfenótipo 

hiperinflamatório apresentou concentrações plasmáticas mais altas de IL-6, IL-8 e do receptor 

do TNF-1, e menores concentrações de bicarbonato e proteína C reativa do que o subfenótipo 

hipoinflamatório. Pacientes com o subfenótipo hiperinflamatório apresentaram com mais 

frequencia a sepse extrapulmonar como fator de risco para SDRA do que aqueles que eram 

hipoinflamatórios. Além disso, o subfenótipo hiperinflamatório necessitou de vasopressores 

com mais frequência, confirmando os achados da pesquisa em subfenótipos baseados na causa; 

entretanto, a sepse ou o uso de vasopressores isoladamente não foram suficientes para separar 

os dois subfenótipos. Pacientes com SDRA hiperinflamatória também permaneceram mais 

tempo em unidades de terapia intensiva, tiveram menos dias sem ventilação e tiveram maior 

mortalidade em 90 dias, sugerindo que o fenótipo hiperinflamatório pode ser útil para o 

prognóstico. Mais tarde, outros estudos também observaram que o subfenótipo 

hiperinflamatório apresentou maior mortalidade em 60 e 90 dias (Sinha et al., 2018) e que o 

desenvolvimento de SDRA entre pacientes em UTI com sepse confere risco aumentado de 

mortalidade (Auriemma et al., 2020). As diferenças na resposta inflamatória sistêmica que 

determinam a distinção entre os dois subfenótipos na SDRA não são necessariamente refletidas 

na resposta alveolar do hospedeiro. Foram observados níveis discordantes de citocinas pró-

inflamatórias na circulação e no lavado broncoalveolar (Heijnen et al., 2021), mostrando a 

heterogeneidade inflamatória na SDRA com subfenótipos na inflamação sistêmica e alveolar. 

Subfenótipos radiológicos: Embora a SDRA seja caracterizada por infiltrados bilaterais 

difusos na radiografia de tórax, Constantin et al. (2010) ao realizar tomografia computadorizada 

em pacientes com SDRA ventilados com PEEP de 5 cmH2O, identificaram dois subfenótipos 

distintos com base na morfologia pulmonar radiográfica.  Pulmões com perda difusa e irregular 

de aeração (subfenótipo não focal) respondem bem às estratégias de recrutamento alveolar com 

melhora nas trocas gasosas e na mecânica pulmonar, enquanto os pulmões com consolidações 
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dorso-inferiores predominantes (subfenótipo focal) respondem melhor ao posicionamento 

pronado (Constantin et al., 2010). Outro estudo mostrou que pacientes com SDRA com 

infiltrados não focais tiveram maior mortalidade em comparação com pacientes com achados 

radiográficos focais (Mrozek et al., 2016). 

Histologicamente, o dano alveolar difuso (DAD) é considerado a principal marca da fase 

exsudativa da SDRA. O DAD pode se dividir em 3 fases, que podem se sobrepor. A fase 

exsudativa é caracterizada pelo dano difuso ao epitélio alveolar e endotélio capilar, destruição 

principalmente de pneumócitos tipo I, influxo de células inflamatórias, formação de membrana 

hialina, edema rico em proteínas e hemorragia alveolar. A fase proliferativa é caracterizada pela 

hiperplasia e proliferação de pneumócitos tipo II revestindo as áreas onde ocorreu a destruição 

dos pneumócitos tipo I, diminuição da luz alveolar, proliferação de fibroblastos no interstício e 

luz alveolar. A fase fibrótica é caracterizada pelo início do processo de reparação ao dano 

alveolar e deposição de colágeno, podendo haver uma recuperação funcional do tecido 

lesionado ou intensa fibrose pulmonar e grande perda da função (Crouser, Fahy, 2009; Piatt, 

O’Brien, 2002). O processo de fibrose pulmonar pode começar no início do curso de SDRA e 

é mais evidente em pacientes que recebem ventilação mecânica (Marshall et al., 2000; Rocco 

et al., 2009). 

No entanto, estudos mostram que nem todos os pacientes que se encaixam na definição 

clínica de SDRA apresentam o padrão de DAD na histologia pulmonar, o que poderia 

caracterizar um novo subfenótipo da síndrome (Cardinal-Fernández et al., 2017). O estudo 

conduzido por Thille et al. (2013a) mostrou que 45% dos pacientes com critérios clínicos para 

SDRA apresentaram DAD em suas autópsias e que este padrão histológico é mais comum nas 

SDRA moderada e grave. Ele observou ainda que o DAD foi mais frequente em pacientes que 

preenchiam critérios clínicos para SDRA por mais de 72 horas e foi encontrada em 69% 

daqueles com SDRA grave por 72 horas ou mais. O achado de fibrose pulmonar foi mais 

frequente na SDRA de origem pulmonar do que na SDRA de origem extrapulmonar (Thille et 

al. 2013b). Outro estudo realizado por Kao et al. (2015), que avaliou retrospectivamente 

biópsias de pulmão de pacientes com critérios clínicos para SDRA, observou que 56,5% das 

biópsias apresentavam DAD. Ao contrário do trabalho de Thille et al. (2013), Kao et al. (2015) 

não observou diferença nas frequências de DAD entre os pacientes com SDRA leve, moderada 

e grave. Kao et al. (2015) ainda descreve que os pacientes com DAD apresentaram maior 

mortalidade do que pacientes sem DAD. 

Hoje em dia, o diagnóstico de SDRA baseia-se apenas em variáveis clínicas e 

características relacionadas com a histologia não estão incluídas na definição porque o processo 
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de avaliação destas variáveis é invasivo e considerado clinicamente inviável (Cardinal-

Fernandez et al., 2017). No entanto, as informações do tecido pulmonar sobre DAD e sobre a 

lesão da barreira alvéolo-capilar são relevantes porque foi relatado que pacientes com SDRA e 

que apresentaram DAD no tecido pulmonar tinham cerca de cinco vezes mais probabilidade de 

morrer de hipoxemia refratária do que pacientes sem DAD (Lorente et al., 2015). 

Como continua sendo um desafio identificar pacientes que estão em maior risco de 

desenvolver SDRA e diferenciá-la de outras causas de insuficiência respiratória aguda, muitos 

estudos têm-se centrado em biomarcadores para identificar pacientes com SDRA e/ou para 

prever seus desfechos. Apesar dos recentes avanços na nossa compreensão de biomarcadores 

associados com o diagnóstico de SDRA, não existe um único e confiável biomarcador sendo 

utilizado na prática clínica atualmente. De uma maneira geral, a maior parte dos biomarcadores 

de SDRA propostos podem ser divididos em 4 categorias: (1) citocinas inflamatórias; (2) fatores 

de coagulação; (3) marcadores de dano epitelial e (4) marcadores de dano endotelial (Tang et 

al., 2014). Assim como na SDRA, muitos estudos também têm procurado biomarcadores para 

o diagnóstico/prognóstico da sepse e muitos dos descritos para SDRA também são modulados 

na sepse (Matsumoto et al., 2015; Pierrakos e Vincent, 2010). 

Mais recentemente, um crescente conjunto de evidências mostra que uma forma mais 

viável de avaliar a lesão epitelial pulmonar poderia ser através de marcadores específicos no 

plasma ou lavado broncoalveolar, como a proteína surfactante D (SP-D) e o receptor para 

produtos finais de glicação avançada (RAGE). Neste estudo também incluímos o marcador 

elafina, descrito como um potente inibidor de protease. Durante processos inflamatórios no 

tecido pulmonar, a atividade excessiva da protease pode levar a danos na barreira endotelial 

epitelial-capilar alveolar, resultando na produção de edema pulmonar no espaço alveolar 

(Kerrin et al., 2013).  

 

1.1 RAGE (do inglês receptor for advanced glycation end products; receptor para produtos 

finais de glicação avançada) 

 

O RAGE é uma proteína que pertence a superfamília das imunoglobulinas de superfície 

celular e possui duas formas principais: o RAGE ligado a membrana e o RAGE solúvel 

(sRAGE). O RAGE ancorado à membrana possui um domínio extracelular responsável por 

reconhecer e ligar-se aos seus ligantes, um domínio transmembranar hidrofóbico e um domínio 

citoplasmático necessário para a transdução de sinais intracelulares (Oczypok. et al., 2017). Por 

outro lado, o sRAGE é composto exclusivamente pelo domínio extracelular e pode ser gerado 
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por dois mecanismos distintos: por meio do splicing alternativo do gene AGER (Yonekura et 

al., 2003) ou pela clivagem proteolítica do RAGE ligado à membrana por meio de proteínas 

como o ADAM10 (Raucci et al., 2008) e a metaloproteinase 9 (Zhang et al., 2008). O sRAGE 

tem a capacidade de capturar os seus ligantes, mas não de iniciar uma resposta intracelular, 

impedindo assim a ativação do RAGE ligado a membrana (Oczypok. et al., 2017). 

 O RAGE identifica os seus ligantes com base na sua estrutura tridimensional ao invés 

de uma sequência específica de aminoácidos (Xie et al., 2008). Apesar ter sido primeiramente 

identificado como o receptor dos produtos finais de glicação avançada (AGEs), que são 

compostos formados a partir da glicoxidação não enzimática de proteínas celulares (Xie et al., 

2008), o RAGE pode se ligar a uma grande variedade de ligantes endógenos (Dong et al., 2022). 

Alguns exemplos de ligantes do RAGE são as proteínas S100, que são secretadas por células 

inflamatórias ativadas (Leclerc et al., 2009) e o HMGB1 (do inglês, high mobility group box 1 

protein) que pode ser ativamente secretado por macrófagos, células NK e células dendríticas 

ou passivamente por células lesionadas (Scaffidi et al., 2002). Além disso, o RAGE também 

pode ligar-se à integrina Mac-1 dos leucócitos, facilitando o recrutamento celular para o tecido 

inflamado (Chavakis et al., 2003) e ligar-se a diferentes componentes da matriz extracelular, 

como a laminina e os colágenos tipo I e IV, desempenhando um importante papel na aderência 

e disseminação dos pneumócitos tipo I no tecido pulmonar (Demling et al., 2006).      

Na maioria dos tecidos, a expressão de RAGE é baixa ou inexistente, entretanto no pulmão 

a expressão de RAGE é constitutivamente alta (Brett, et al., 1993; Buckley, Ehrhardt, 2010). 

No tecido pulmonar, a expressão de RAGE se localiza principalmente nos pneumócitos tipo I, 

porém a expressão nos pneumócitos tipo II também já foi relatada (Fehrenbach et al., 1998; 

Katsuoka et al., 1997). Além das células epiteliais, a expressão de RAGE já foi observada em 

células do músculo liso de vasos e vias aéreas, células endoteliais e células inflamatórias como 

macrófagos, eosinófilos, linfócitos T e B e células dendríticas (Dong et al., 2022). 

O RAGE regula uma série de processos celulares como inflamação, apoptose, proliferação 

e autofagia, além disso ele é descrito como um amplificador de respostas imunes e 

inflamatórias, estando envolvido na patogênese de diversas doenças como diabetes mellitus, 

doenças vasculares, câncer e doenças neurodegenerativas (Schmidt et al., 2001; Sparvero et al., 

2009; Xie et al., 2013). O envolvimento e modulação da expressão de RAGE já foram descritos 

em diversas doenças pulmonares, como a fibrose cística, displasia broncopulmonar, doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), asma, fibrose pulmonar e SDRA (Oczypok. et al., 2017). 

 Cada vez mais estudos mostram o envolvimento do RAGE na resposta inflamatória da 

SDRA e seu potencial como biomarcador. O estudo conduzido por Ware et al. (2013) mostrou 
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que níveis séricos anormais de 5 biomarcadores (SP-D, RAGE, IL-8, IL-6 e CC-16) 

proporcionaram discriminação para o diagnóstico de SDRA em pacientes com sepse grave 

quando comparados com pacientes com sepse, mas sem critérios para SDRA. Além disso, os 

níveis plasmáticos de sRAGE (RAGE solúvel) é correlacionado com a mortalidade da SDRA 

(Jabaudon et al., 2018) e com a gravidade da SDRA, diminuindo com o decorrer do tempo 

(Jabaudon et al., 2011). 

Na sepse, Matsumoto et al. (2015) mostrou que os níveis séricos de sRAGE aumentam 

durante a progressão e severidade da sepse. Bopp et al. (2008) mostrou que não só que a 

concentração plasmática de sRAGE são maiores em pacientes sépticos, mas também que estes 

níveis são mais altos nos pacientes não sobreviventes.  

 

1.2 SP-D (do inglês surfactant protein D; proteína surfactante D) 

 

O surfactante pulmonar é uma mistura complexa de fosfolipídios e colesterol (90%) e 

proteínas (10%) que cobre a área superficial do epitélio alveolar e tem como principal função 

manter a tensão superficial mínima para evitar o colapso pulmonar durante a respiração 

(Kishore et al., 2006). Existem quatro tipos de proteínas surfactantes no pulmão: SP-A, SP-B, 

SP-C e SP-D. SP-B e SP-C são proteínas de baixo peso molecular e com propriedades 

extremamente hidrofóbicas. SP-A e SP-D são proteínas hidrofílicas com alto peso molecular 

pertencentes a família das colectinas (Kishore et al., 2006).  

O principal local de síntese de proteínas surfactantes é o pulmão. Os pneumócitos tipo II 

sintetizam os quatro tipos de proteínas surfactantes e lipídeos surfactantes, que são armazenados 

nos corpos lamelares. Quando estimulados, este conteúdo é secretado na fina fase líquida que 

recobre o epitélio alveolar, formando um filme superficial que é capaz de reduzir a tensão 

superficial, tornando assim a expansão pulmonar possível. (Kishore et al., 2006; Wright, 2005). 

SP-A e SP-D também são secretados por células bronquiolares não ciliadas (Club cells), por 

glândulas da submucosa e células epiteliais de outros tecidos respiratórios, como traqueia e 

brônquios (Carreto-Binaghi et al., 2016). Além disso, SP-A e SP-D foram localizadas em 

regiões externas ao pulmão como intestino, cérebro, testículos, coração, próstata, rim, pâncreas 

e trato urogenital feminino (Leth-Larsen et al., 2004; Lin et al., 2001; Madsen et al., 2000).  

As funções de defesa do surfactante pulmonar são principalmente mediadas pelas SP-A e 

SP-D. Tanto a SP-A quanto a SP-D podem se ligar a uma variedade de bactérias, vírus, 

alérgenos e células apoptóticas funcionando como opsoninas, aumentando assim a eficiência 

da fagocitose (Wright, 2005; Han, Mallampalli, 2015). Além disso, Ohya et al. (2006) mostrou 
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que a SP-D pode se ligar aos receptores toll-like 2 e 4, sugerindo-lhe um papel direto na 

modulação de respostas celulares dependentes dos receptores toll-like. O SP-D também parece 

ter um papel importante na modulação dos macrófagos no pulmão. Guo et al. (2019) usando 

camundongos mutantes que superexpressão SP-D, mostrou que o SP-D pode desempenhar um 

papel fundamental na regulação do microambiente que determina o fenótipo dos macrófagos 

no pulmão. Além do papel pró inflamatório desempenhado pelo SP-D, ele também pode ajudar 

a manter, em condições normais, um ambiente pulmonar não inflamado, se ligando a SIRPα 

nas células residentes. A ativação da SIRPα suprimiria a produção de mediadores pró-

inflamatórios potencialmente desencadeados por processos corriqueiros aos pulmões (Gardai 

et al., 2003). 

A SP-D também tem sido descrita como um biomarcador para dano epitelial pulmonar e 

para SDRA. Endo et al. (2002) mostraram que os níveis séricos de SP-D são quase 5 vezes mais 

altos nos pacientes com SDRA do que em pacientes com sepse. Além disso, os níveis séricos 

de SP-D aumentam de acordo com a severidade da SDRA (Kuzovlev, 2013). No início do curso 

da SDRA, níveis aumentados de SP-D plasmático estão associados a um pior desfecho clínico 

(Eisner et al., 2003). Entretanto, Chen et al. (2003) mostraram que baixos níveis de SP-D em 

amostras de edema pulmonar provenientes de pacientes com SDRA são associados com piores 

prognósticos.  

 

1.3 Elafina 

 

A elafina e a sua precursora trappin-2 (ou pré-elafina) são inibidores de proteases e 

membros da família das quelonianinas (Deraison et al., 2023). A elafina (6 kDa) foi purificada 

pela primeira vez na década de 1990 a partir da pele de pacientes com psoríase e foi 

caracterizada como uma proteína com propriedades inibidoras da elastase (Schalkwijk et al., 

1990; Wiedow et al., 1990). Mais tarde, a clonagem do cDNA da elafina revelou que a molécula 

era mais longa do que o esperado, revelando que a sua forma precursora denominada de trappin-

2 (12 kDa) contém um domínio N-terminal adicional, distinto do domínio com função inibidora 

de protease (Deraison et al., 2023). Este domínio N-terminal adicional é uma sequência de 

ancoramento da proteína em locais específicos da matriz extracelular após a ação da 

transglutaminase (Nara et al., 1994), além disso acredita-se que este domínio pode desempenhar 

um papel nas propriedades antimicrobianas da proteína (Baranger et al., 2008). A elafina é 

liberada a partir da clivagem proteolítica da trappin-2, liberando o domínio C-terminal (WAP), 

que possui a função anti-protease (Deraison et al., 2023). 
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 Muitas proteases diferentes podem catalisar a clivagem proteolítica da trappin-2 

liberando a elafina como as proteases serina e cisteína (que são as mais eficazes), 

metaloproteinases e a triptase dos mastócitos (Deraison et al., 2023; Guyot et al., 2005). Num 

contexto inflamatório, onde a atividade proteolítica tecidual é marcadamente aumentada, 

muitas proteases diferentes poderiam ser responsáveis pela esta clivagem, inclusive a elastase 

produzida pelos neutrófilos (Guyot et al., 2008).  

In vivo, a elafina é detectada principalmente em condições inflamatórias. No sistema 

respiratório, ela é expressa pelas glândulas traqueais, club cells, epitélio brônquico e alveolar e 

por células inflamatórias como macrófagos alveolares e neutrófilos (Henriksen, 2014; Moreau 

et al., 2008; Sallenave, 2000; Sallenave et al., 1997). Fora do pulmão, já foi descrita a expressão 

de elafina nas células epiteliais da pele, da vagina, da cavidade oral e de todo trato 

gastrointestinal (Deraison et al., 2023). 

Muitas atividades biológicas têm sido associadas a trappin-2 e a elafina, no entanto, 

ainda não está claro qual forma da proteína (trappin-2, elafina ou ambas) está associada a 

condições fisiológicas ou fisiopatológicas específicas (Deraison et al., 2023). Estudos anteriores 

demonstraram que a expressão da elafina pode ser regulada positivamente em respostas a 

estímulos pró-inflamatórios como lipopolissacarídeo (Simpson et al., 2001), elastase dos 

neutrófilos (Reid et al., 1999), e citocinas pró-inflamatórias como IL-1 beta e TNF-alfa (Pfundt 

et al., 2000; Sallenave et al., 1994). A elafina e trappin-2 desempenham um papel importante 

na prevenção de lesões excessivas de tecido durante eventos inflamatórios, controlando a 

atividade excessiva de elastase de neutrófilos (Tejera et al., 2014). Estudos mais recentes 

mostraram que a elafina também pode favorecer a resolução da inflamação. A elafina pode 

proteger os receptores CD40, CD80 e CD86 nas células dendríticas contra a clivagem mediada 

pela elastase de neutrófilos. Estes receptores são essenciais para o reconhecimento e fagocitose 

de células apoptóticas, favorecendo a resolução da inflamação (Roghanian et al., 2006). O 

tratamento prévio com elafina de camundongos desafiados com LPS acelerou a resolução da 

inflamação com o aumento de neutrófilos apoptóticos nos exsudatos pleurais, inibição da 

elastase e diminuição da ativação do NF-κB (Vago et al., 2016).  

Além de sua propriedade anti-protease, também foi demonstrado que o trappin-2 e a 

elafina possuem atividades anti-inflamatórias, antibacterianas e antivirais, independentes da sua 

atividade anti-elastase. Wilkinson et al. (2011) demonstrou que a secreção de trappin-2/elafina 

pelos limfócitos T γδ, o que poderia contribuir para a opsonização de patógenos nas superfícies 

mucosas. Outros estudos mostram que a elafina pode suprimir o crescimento de Pseudomonas 

aeruginosa (Bellemare et al.,2008), a infecção e replicação do vírus da imunodeficiência 
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humana 1 (HIV-1) (Iqbal et al., 2009) e a infecção pelo vírus herpes simplex 2 (Drannik et al., 

2013).  

Estudos experimentais mostraram que a trappin-2 pode reduzir o influxo de neutrófilos 

induzido por LPS nos alvéolos pulmonares de camundongos, além de inibir a produção da 

metaloproteinase 9 e dos potentes atrativos de neutrófilos CXCL1 e CXCL2 sugerindo um 

papel imunomodulador na imunidade inata (Vachon et al., 2002). Além disso, em outro estudo, 

a elafina inibiu a produção de MCP-1 induzida por LPS em monócitos, inibindo a ativação do 

NF-κB (Butler et al., 2006). Henriksen et al. (2004) demostraram que ao reduzir a ativação do 

NF-κB, a trappin-2 atenua a secreção de IL-8 pelas células endoteliais em resposta a vários 

estímulos pró-inflamatórios, como o LPS, e lipoproteína de baixa densidade oxidada.  

Alguns estudos já exploraram a modulação da elafina na SDRA. Um desequilíbrio entre 

os níveis plasmáticos de elastase de neutrófilos e elafina em pacientes com SDRA foi associado 

com maior mortalidade na SDRA (Wang et al., 2017). Os níveis plasmáticos de elafina 

diminuem significantemente durante a fase aguda da SDRA, sendo possível utilizar este 

parâmetro como um marcador clínico para monitorar o desenvolvimento precoce de SDRA 

(Wang et al., 2008; Wang et al., 2009). No entanto, Sallenave et al. (1999) mostraram que os 

níveis de elafina aumentaram no lavado broncoalveolar de pacientes em risco de desenvolver 

SDRA e este incremento é maior ainda em pacientes já com a SDRA estabelecida. Kerrin et al. 

(2013) demonstraram que os níveis de elafina aumentaram significativamente no lavado 

broncoalveolar proveniente de pacientes no início da SDRA quando comparados com 

voluntários saudáveis, mas essas concentrações diminuem progressivamente ao longo do curso 

da SDRA como resultado de degradação proteolítica. 

 

 

Atualmente existem muitos trabalhos na literatura que buscam candidatos a biomarcadores 

de SDRA, porém muitos destes estudos têm limitações como amostras de tamanho reduzido, 

controles inconsistentes e falta de grandes estudos para a validação de diversos biomarcadores 

(Ware, Calfee, 2016). Embora haja diversos estudos com identificação destes biomarcadores 

no sangue e no lavado broncoalveolar, há poucos estudos com tecido humano demonstrando as 

características de expressão destes marcadores no pulmão. Além disso, a identificação do perfil 

de expressão destes candidatos a biomarcadores no tecido pulmonar em condições normais e 

patológicas pode propiciar melhor compreensão de seu papel no desenvolvimento da doença, 

complicações e prognóstico. Poucos estudos abordaram esses marcadores de lesão epitelial 

pulmonar no tecido pulmonar de pacientes com SDRA ou sépticos. Portanto, nosso estudo se 
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concentrou em caracterizar a expressão proteica de elafina, RAGE e SP-D por meio de 

imunohistoquímica no tecido pulmonar em pacientes que faleceram por doenças não 

pulmonares, sepse e SDRA. Analisamos ainda a correlação entre esses marcadores e variáveis 

clínicas. Além disso, comparamos a expressão proteica desses marcadores entre os pacientes 

que faleceram por sepse e diferentes gravidades de SDRA. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

O objetivo geral do presente estudo é avaliar e comparar a expressão dos marcadores de 

lesão epitelial RAGE, elafina e SP-D no epitélio pulmonar de pacientes com SDRA, com sepse 

e indivíduos controle. 

 

2.2 Objetivos específicos 

Os objetivos específicos do presente estudo são: 

• Caracterizar os aspectos histológicos do dano alveolar difuso nos casos de SDRA e 

sepse. 

• Comparar a expressão dos marcadores de lesão epitelial RAGE, elafina e SP-D no 

epitélio pulmonar dos pacientes de sepse, SDRA leve, SDRA moderada e SDRA severa.  

• Correlacionar os níveis de expressão tecidual de RAGE, elafina e SP-D com os escores 

de lesão tecidual.  

• Correlacionar as variáveis clínicas e parâmetros ventilatórios com os níveis de 

expressão tecidual de RAGE, elafina e SP-D. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O projeto foi aprovado pela comissão de ética para análise de projetos de pesquisa 

(CAPPesq) do Hospital das Clínicas da FMUSP sob o número CAAE 67771417.0.0000.0068 

e parecer número 2.074.942 (anexo A).  

 

3.1 Seleção dos pacientes 

 

Os casos para este estudo foram selecionados a partir de uma pesquisa de laudos de 

autópsia do arquivo do Departamento de Patologia da FMUSP. Pacientes falecidos no HC-

FMUSP que tiveram suas autópsias realizadas no Serviço de Verificação de Óbitos da Capital 

da Universidade de São Paulo (SVOC-USP) com finalidade diagnóstica no período de 2002 a 

2014 foram incluídos retrospectivamente após a análise de diferentes parâmetros clínicos e 

patológicos nos laudos de autópsia. Os pacientes foram divididos nos seguintes grupos:  

a) Controle – Pacientes que faleceram de causas não pulmonares, sem história prévia de 

tabagismo e/ou doença pulmonar crônica e/ou ventilação mecânica, comprovadas pela 

ausência de alterações histológicas relacionadas. 

b) Sepse – Paciente com quadro de sepse, mas sem diagnóstico clínico de SDRA, além do 

quadro clínico compatível com septicemia, níveis de lactato sérico maiores que 18 

mg/dL (Singer et al., 2016) e alterações histológicas características da sepse como 

congestão de múltiplos órgãos e infiltrado inflamatório reacional difuso. Foram 

excluídos pacientes tabagistas e com doenças pulmonares crônicas. 

c) SDRA – Paciente com critério clínico para o diagnóstico de SDRA segundo a definição 

de Berlim (ARDS Definition Task Force, 2012) com ou sem diagnóstico de sepse 

(conforme critérios descritos acima), sem alterações pulmonares crônicas prévias e 

alterações histológicas compatíveis incluindo dano alveolar difuso, formação de 

membrana hialina, infiltrado inflamatório misto e áreas de reparo tecidual. Foram 

excluídos pacientes tabagistas e com doenças pulmonares crônicas. 

Os casos controles foram selecionados previamente por outros projetos do departamento. 

Para a busca dos casos do grupo sepse foram utilizadas as palavras chaves: sepse, septicemia e 

choque séptico. Foram analisados em torno de 300 laudos e pré-selecionados cerca de 60 casos. 

Para os casos do grupo SDRA foram utilizadas as palavras chaves: síndrome do desconforto 

respiratório agudo, síndrome da angustia respiratória aguda e dano alveolar difuso. Foram 

analisados em torno de 200 laudos e pré-selecionados 67 casos. Em cada laudo foram analisadas 



28 
 

a história clínica e a descrição das alterações macro e microscópicas compatíveis com os 

critérios estabelecidos de cada grupo.  

Todos os casos pré-selecionados pelas informações dos laudos de autópsia tiveram as 

lâminas histológicas reavaliadas por um patologista experiente afim de confirmar as 

características histológicas compatíveis com cada grupo. Para melhor representatividade do 

tecido pulmonar, só foram selecionados casos com pelo menos 2 blocos de parafina contendo 

fragmentos de tecido pulmonar. Além disso, excluímos casos nos quais o prontuário médico 

referente a última internação não estava disponível para consulta. 

Após a aplicação dos critérios de inclusão e exclusão foram selecionados: 47 casos de 

SDRA, 30 casos de sepse sem critérios para SDRA e 27 casos controles. 

 

3.2 Coleta de dados clínicos 

  

Através dos registros de óbitos e questionários respondido pelos familiares realizados de 

rotina no SVOC-USP foram coletadas informações como sexo, idade, índice de massa corpórea 

(IMC), causa de óbito, comorbidades, hábitos e vícios dos pacientes. Além disso os casos de 

SDRA e sepse tiveram seus prontuários avaliados para obtenção adicional de parâmetros 

clínicos gerais. Os dados coletados a partir da revisão dos prontuários médicos e exames 

clínicos realizados 24 horas antes do óbito foram: 

a) Informações clínicas: duração da internação, da ventilação mecânica e da 

internação na unidade de tratamento intensivo (UTI), escore SOFA (do inglês, 

Sequential Organ Failure Assessment); 

b) Informações sobre a ventilação mecânica: fração inspirada de oxigênio (FiO2), 

pressão positiva ao final da expiração (PEEP) e relação da pressão parcial de 

oxigênio (PaO2) pela FiO2. 

c) Gasometria arterial: pH, pressão parcial de oxigênio (pO2), pressão parcial gás 

carbônico (pCO2), bicarbonato (HCO3), excesso de base (BE), saturação de 

oxigênio (SO2), fração de oxihemoglobina (FO2Hb); fração de 

carboxihemoglobina (FCO2Hb), Fração de desoxihemoglobina (FHHb), fração de 

meta-hemoglobina (FMetHb), pressão parcial do oxigênio numa saturação de 

oxigênio de 50% (p50); 

d) Hemograma: eritrócitos, hemoglobina, hematócrito, leucócitos, neutrófilos, 

segmentados, metamielócitos, mielócitos, promielócitos e linfócitos; 

e) Quantidade de plaquetas, lactato sérico e proteína C reativa; 
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f) Exames de culturas e sorologias durante todo o período da última internação. 

 

3.3 Processamento tecidual 

 

Fragmentos de diferentes regiões de tecido pulmonar coletados na autópsia de rotina foram 

armazenados em solução de formalina a 10% tamponada, submetidos a embebição e 

emblocamento em parafina. A partir destes blocos foram coletados cortes histológicos de 5 μm 

de espessura com os seguintes propósitos: 1. Coloração de Hematoxilina e Eosina (H&E) para 

análise histopatológica; 2. Coloração de picrosirius red para quantificação de colágeno no 

parênquima pulmonar; 3. Uso de técnica imunohistoquímica para avaliação da expressão de 

RAGE, SP-D e elafina. Os detalhes das reações imunohistoquímicas padronizadas estão 

apresentados na tabela 2.  

 

Tabela 2 - Padronização das reações imunohistoquímicas. 

Anticorpo 

Primário 
Marca 

Concentração 

Padronizada 
Anticorpo Secundário 

Tampão de 

Recuperação 

Anti-RAGE 
Santa Cruz 

sc-365154 
1:300 

Mach4 Universal HRP-Polymer 

Biocare medical 

M4U534 

Citrato pH 6 

Anti-SP-D 
Santa Cruz 

sc-25324 
1:750 

Easylink One 

Easypath 

EP12-20503 

Tris-EDTA 

pH 9 

Anti-

Elafin/Skalp 

[TRAB2F] 

Abcam 

ab81681 
1:300 

Easylink One 

Easypath 

EP12-20503 

EDTA pH 8 

 

Para as reações, seguiu-se a rotina das reações imunohistoquímicas que incluem a 

desparafinização com imersão em xilol sob calor por 20 minutos, seguido de três banhos de 

hidratação do tecido com banhos sequenciais em álcool com concentrações decrescentes. A 

recuperação antigênica foi feita por alta temperatura em tampão de recuperação como descrito 

na tabela 2, por 45 minutos. Peróxido de hidrogênio foi utilizado para inibição da peroxidase 

endógena. A incubação dos anticorpos primários foi realizada por 20 horas a 4°C. 

Posteriormente as lâminas foram lavadas em PBS por 3 vezes de 5 minutos e o anticorpo 

secundário foi aplicado por uma hora em estufa a 37°C. A revelação da reação se deu com a 

aplicação do cromógeno diaminobenzidina por 5 minutos. As lâminas foram lavadas em água 
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corrente, desidratadas com banhos sucessivos de álcool em concentrações crescentes e xilol e 

contra-coradas com hematoxilina de Harris. 

  

3.4 Análise semi-quantitativa  

 

As lâminas coradas com hematoxilina e eosina (H&E) foram cegadas e avaliadas por 

um patologista experiente que quantificou a proporção (%) dos seguintes padrões histológicos: 

tecido pulmonar normal, DAD exsudativo, DAD fibroproliferativo e broncopneumonia aguda. 

Os critérios histológicos utilizados foram: (a) tecido normal: parênquima pulmonar com 

histologia normal ou alterações inespecíficas mínimas como edema leve e congestão; (b) DAD 

exsudativa: edema intersticial e/ou intra-alveolar, inflamação intersticial, quantidades variáveis 

de hemorragia alveolar e deposição de fibrina, membranas hialinas intra-alveolares e 

hiperplasia de pneumócitos tipo II; (c) DAD fibroproliferativa: qualquer grau de proliferação 

fibroblástica dentro do interstício e/ou espaços alveolares, incluindo agregados soltos de 

fibroblastos misturados com células inflamatórias dispersas, deposição de colágeno, metaplasia 

escamosa, entremeados a áreas com membranas hialinas ou áreas densamente fibróticas 

(Mauad et al., 2021). Para explorar ainda mais as características de cada padrão DAD, cada 

lâmina também foi pontuada para espessamento septal, edema, inflamação, membrana hialina, 

hemorragia alveolar e proliferação de pneumócitos tipo II, seguindo a graduação: 0-ausente, 1-

leve, 2- moderado e 3- severo (Simão et al., 2016). Além disso, os casos foram classificados 

pelo tipo de inflamação: 0- Ausente, 1- Inflamação predominantemente neutrofílica, 2- 

Inflamação predominantemente linfomononuclear e 3- Inflamação mista. 

 

3.5 Análise quantitativa 

 

As lâminas imunomarcadas com RAGE, SP-D e elafina e as lâminas coradas com H&E e 

picrosirius red foram digitalizadas utilizando o Scanner Pannoramic Flash (3D Histech, 

Budapest, Hungria) com objetiva de 40x. Foram definidas 20 áreas de parênquima pulmonar 

utilizando-se a objetiva de 20x do software de visualização das lâminas digitalizadas 

SlideViewer (3D Histech, Budapest, Hungria). As imagens foram transferidas para o software 

de análise de imagens Image Pro Plus, versão 4.1 (Media Cybernetics, USA).  

O Image Pro Plus foi previamente calibrado para a conversão de pixels em micrometros e 

um intervalo de positividade foi determinado a partir da análise de um conjunto de lâminas para 

cada anticorpo gerando assim um padrão que foi salvo e aplicado a todas as imagens durante a 
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quantificação. Em cada imagem, o septo pulmonar foi desenhado através da ferramenta de 

região de interesse e foram anotados os valores dos seguintes parâmetros: 1. Área positiva do 

marcador (µm2); 2. Densidade ótica integrada (sem unidade); 3. Comprimento do leito alveolar 

correspondente ao epitélio marcado (µm). Então, foi calculado a razão de área positiva marcada 

pelo comprimento do septo selecionado. 

 

 

Figura 1. Exemplo da quantificação no Image Por Plus. Linha verde delimita a área de interesse 

(septo alveolar). Linha amarela representa o comprimento do septo. Area em vermelho mostra 

a área positiva do marcador. 

 

3.6 Análise Estatística 

 

O software SPSS 23 (SPSS Inc/IBM Chicago, EUA) foi utilizado para as análises 

estatísticas. GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) e RStudio, versão 

4.1.1 (RStudio, PBC, Boston, MA, EUA) foram usados para visualização dos dados. 

As variáveis categóricas foram analisadas pelo Teste qui-quadrado e pela análise de 

correspondência simples (ANACOR). Analisamos as relações de dependência entre cada par 

de categorias utilizando os resíduos padronizados ajustados do teste qui-quadrado, sempre que 

este teste apresentou significância estatística. Nessa análise, adotamos um valor alfa de 0,05. 
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Portanto, valores dos resíduos padronizados ajustados maiores que +1,96 ou menores que -1,96 

indicam desvios significativos em relação às frequências esperadas (Sharpe, 2015). 

A distribuição das variáveis métricas foi avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-

Wilk. Dependendo da distribuição dos dados, testes T-student ou Mann-Whitney foram usados 

para comparar dois grupos e Kruskal-Wallis ou testes de análise de variância (ANOVA), 

seguidos pelo pós-teste de Bonferroni ou Tukey para comparar quatro grupos. A diferença 

estatística foi assumida ao nível de significância de 5%. O coeficiente de variação (CV) foi 

calculado para cada caso dividindo-se o desvio padrão pela média. Além disso, foi realizado o 

teste de correlação de Spearman entre as variáveis; coeficientes (r) foram considerados 

estatisticamente significativos em p<0,05. 

Como estratégia de análise dos dados, comparamos todas as variáveis histológicas entre os 

3 grupos: Controle, Sepse e SDRA. Além disso, comparamos o grupo sepse com os subgrupos 

formados pela classificação do grupo SDRA de acordo com sua gravidade: Leve: 200 mmHg 

< relação PaO2/FiO2 ≤ 300 mmHg, Moderada: 100 mmHg < relação PaO2/FiO2 ≤ 200 mmHg, 

e grave: relação PaO2/FiO2 ≤ 100 mmHg. O grupo SDRA também foi dividido em pulmonar, 

causada por um insulto diretamente nos pulmões (ex. broncopneumonia) ou extrapulmonar 

caracterizado por uma lesão pulmonar indireta resultante de uma resposta inflamatória 

sistêmica (ex. sepse). Os dados dos exames laboratoriais foram comparados apenas entre os 

grupos SDRA e sepse e correlacionados com as variáveis histológicas. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Características Demográficas e Clínicas 

 

A tabela 3 mostra as características demográficas e principais comorbidades dos pacientes 

incluídos no estudo. 

Foram incluídos 27 casos de controle (12 homens/15 mulheres), com a mediana de idade 

de 62 anos (mínimo de 27 anos e máximo de 93 anos), com causas de morte não pulmonares. 

A maioria destes casos vieram a óbito por morte súbita, como infarto agudo do miocárdio (37%, 

n=10), insuficiência cardíaca (37%, n=10), choque hipovolêmico (11,1%, n=3) ou acidente 

vascular cerebral (3,7%, n=1). Os demais casos faleceram por câncer (7,4% n=2) e miocardite 

aguda (3,7%, n=1). 

Também selecionamos 30 casos de sepse (10 homens, 20 mulheres), com mediana de idade 

de 59 anos (mínimo de 27 e máximo de 87), com foco de infecção pulmonar (n=5) ou 

extrapulmonar (n=25). Vinte e cinco casos (83,3%) necessitaram de ventilação mecânica. As 

condições associadas à sepse mais comuns foram insuficiência renal aguda (n=10), seguida de 

doenças cardiovasculares (n=7) e doenças hepáticas (n=7). As principais condições associadas 

à sepse estão descritas na tabela 4. 

Selecionamos 47 casos de SDRA (24 homens, 23 mulheres), com mediana de idade de 55 

anos (mínimo de 19 e máximo de 88 anos), com SDRA pulmonar (n=25) ou extrapulmonar 

(n=22). As condições mais comuns associadas à insuficiência respiratória foram insuficiência 

renal aguda (n=26) e broncopneumonia (n=25), seguidas de sepse extrapulmonar (n=20), 

doenças cardiovasculares (n=11) e doenças hepáticas (n=9). As principais condições associadas 

à SDRA estão descritas na tabela 4. 

Não observamos diferenças estatísticas na idade, IMC e proporção de paciente do sexo 

feminino e masculino entre os grupos. Também não observamos diferença estatística no tempo 

de internação, permanência na UTI, escore SOFA, FiO2 e relação PaO2/FiO2 entre os grupos 

sepse e SDRA. No entanto, o grupo SDRA apresentou maior duração da ventilação mecânica 

(p<0,0001), maior peso pulmonar (p<0,0001) e maior PEEP (p<0,0001) (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Características demográficas e principais comorbidades dos pacientes. 

 Controle 

(n=27) 

Sepse 

(n=30) 

SDRA 

(n=47) 

Valor de p 

Idade em anos, mediana (IIQ) 62 (20) 59 (31) 55 (22) 0,079 

IMC em Kg/m2, mediana (IIQ) 24,1 (3,68) 25,7 (6,68) 24,3 (6,03) 0,310 

Sexo, n (%)     

Masculino 12 (44,4%) 10 (33,3%) 24 (51,1%) 0,311 

Feminino 15 (55,6%) 20 (66,7%) 23 (48,9%)  

Autodeclaração Étnico-racial, n (%)     

Branca 20 (74,1%) 24 (80%) 32 (68,1%) 0,512 

Afrodescendente 7 (25,9%) 6 (20%) 15 (31,9%)  

Comorbidades, n (%)     

HAS 20 (74,1%) 19 (63,3%) 20 (42,6%) 0,021 

Insuficiência Cardíaca 12 (46,2%) 8 (26,7%) 5 (10,6%) 0,003 

Doenças vasculares 15 (57,7%) 5 (16,7%) 5 (10,6%) <0,0001 

Diabetes mellitus 10 (37%) 11 (36,7%) 11 (23,4%) 0,335 

Obesidade 4 (14,8%) 7 (25,9%) 4 (10,3%) 0,229 

Doenças Hepáticas 4 (15,4%) 8 (26,7%) 9 (19,1%) 0,556 

Neoplasia 2 (7,4%) 5 (16,7%) 14 (29,8%) 0,059 

Alcoolismo 2 (7,4%) 3 (10%) 6 (12,8%) 0,770 

Doença Renal Crônica 0 4 (13,3%) 6 (15,8%) 0,056 

Imunossupressão 0 3 (10%) 14 (29,8%) 0,041 

Doenças do Sistema Nervoso 0 3 (10%) 6 (15,8%) 0,173 

Hipertensão pulmonar 0 3 (10%) 2 (4,3%) 0,251 

HIV + 0 1 (3,3%) 3 (6,4%) 0,383 

Duração da hospitalização em dias, 

mediana (IIQ) 
- 7,5 (24) 13 (14) 0,101 

Duração da Ventilação mecânica 

em dias, mediana (IIQ) 
- 1 (2) 3 (7) <0,0001 

Duração da internação na UTI, 

mediana (IIQ) 
- 3,5 (7) 5 (10) 0,154 

Escore SOFA, mediana (IIQ) - 15 (6) 15 (4) 0,961 

Peso dos pulmões em gramas, 

mediana (IIQ) 
- 1026 (456) 1575 (756) <0,0001 

Ventilação mecânica, n (%) - 25 (83,3%) 47 (100%) 0,031 

FiO2 (%), mediana (IIQ) - 100 (50) 90 (50) 0,895 

PEEP (cmH2O), mediana (IIQ) - 8 (5) 10 (6) <0,0001 

Relação PaO2/FiO2, mediana 

(IIQ) 
- 120,5 (136) 95 (124) 0,218 

IIQ: Intervalo Interquartil. IMC: Índice de massa corpórea. HAS: Hipertensão arterial sistêmica.  
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Tabela 4 - Principais condições associadas a Sepse e SDRA. 

Condições associadas*, n (%) Sepse (n=30) SDRA (n=47) 

Infecção Extrapulmonar 25 (83,3%) 20 (42,6%) 

Broncopneumonia 5 (16,7%) 25 (53,2%) 

Bacteriana 5 (16,7%) 14 (29,8%) 

Influenza H1N1 0 6 (12,8%) 

Pneumocistose ** 0 2 (4,3%) 

Citomegalovírus 0 2 (4,3%) 

Vírus Respiratório Sincicial 0 1 (2,1%) 

Aspergilose 0 1 (2,1%) 

Insuficiência Renal aguda 10 (33,3%) 26 (55,3%) 

Doenças cardiovasculares 7 (23,3%) 11 (23,4%) 

Doenças Hepáticas 7 (23,3%) 9 (19,1%) 

Doenças do SNC 4 (13,3%) 4 (8,5%) 

Sangramento Gastrointestinal 3 (10%) 4 (8,5%) 

Tromboembolismo pulmonar 2 (6,7%) 4 (8,5%) 

Outras Doenças Gastrointestinais 2 (6,7%) 3 (6,4%) 

Pancreatite Aguda 1 (3,3%) 2 (4,3%) 

Doença de Chagas 1 (3,3%) 1 (2,1%) 

Acidente vascular cerebral 1 (3,3%) 1 (2,1%) 

*Alguns pacientes podem apresentar mais de uma condição associada. ** Um caso que apresentou exame positivo 

para Pneumocystis jiroveci, também apresentou exame positivo para Citomegalovírus no lavado broncoalveolar. 

 

Como os indivíduos do grupo controle morreram em sua maioria de morte súbita, tivemos 

acesso apenas aos prontuários e exames laboratoriais dos pacientes com SDRA e sepse. Os 

resultados dos exames laboratoriais dos pacientes de sepse e SDRA estão apresentados na tabela 

5. 

Com relação aos parâmetros gasométricos, observamos que o grupo SDRA apresenta 

valores mais elevados de pCO2 (p=0,049), HCO3 (p=0,005) e excesso de base (p=0,004) e 

valores menores de p50 (p=0,009) em relação ao grupo sepse. O grupo SDRA também 

apresenta níveis aumentados de proteína C reativa (p=0,042) e quantidade aumentada de 

metamielócitos (p=0,028) em relação ao grupo sepse. 

Por sua vez, o grupo sepse apresenta maiores níveis de lactato sérico (p=0,003) e 

quantidade aumentada de mielócitos (p=0,003) e plaquetas (p=0.028). Os demais parâmetros 

dos exames laboratoriais não apresentaram diferença estatística. 
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Tabela 5 - Exames dos pacientes de sepse e SDRA 

 Sepse SDRA 
Valor 

de p 

Valores 

referenciais  n 
Mediana 

(IIQ) 
n 

Mediana 

(IIQ) 

Gasometria       

pH 19 7,08 (0,29) 47 7,15 (0,25) 0,172 7,35 a 7,45 

pO2 (mmHg) 19 86,9 (46,1) 47 81 (38,1) 0,118 80 a 100 

pCO2 (mmHg) 19 32,5 (14,3) 47 37,7 (25,1) 0,049 35 a 45 

HCO3 (mmol/L) 19 10,5 (7,5) 47 15,05 (9,6) 0,005 21 a 28 

Excesso de base (mmol/L) 19 -19,1 (8,7) 47 -12,5 (12,6) 0,004 -3 a +3 

SO2 (%) 19 89,6 (10,5) 47 88,5 (14,8) 0,385 > 95 

FO2Hb (%) 17 89,4 (13,8) 32 86,1 (15,5) 0,323 95 a 99 

FCO2Hb (%) 17 1,4 (0,8) 32 0,9 (1) 0,135 0,5 a 2,5 

FHHb (%) 17 9 (14) 32 11,5 (15) 0,248 1 a 5 

FMetHb (%) 17 0,7 (0,4) 32 0,8 (0,6) 0,386 0,4  a 1,5 

p50 (mmHg) 17 38 (10) 32 32 (8) 0,009 25 a 29 

Lactato Sérico (mg/dL) 30 125 (120) 46 45,5 (82) 0,003 4,5 a 19,8* 

Proteína C reativa (mg/L) 23 146 (175,9) 28 234,4 (212) 0,042 < 5,0 

Hemograma        

Eritrócitos (milhões/mm3) 24 2,9 (0,96) 44 2,9 (0,64) 0,505 4 a 5,4 

Hemoglobina (g/dL) 25 8 (1,9) 44 8,6 (2,1) 0,685 12 a 16 

Hematócrito (%) 25 26,4 (4,8) 44 26,8 (6,9) 0,631 35 a 47 

Leucócitos (mil/mm3) 25 18,78 (21,33) 45 11,1 (21,3) 0,106 4 a 11 

Neutrófilos (mil/mm3) 24 15,8 (21,7) 40 12,75 (19) 0,325 1,6 a 7 

Segmentados (mil/mm3) 18 18,15 (20) 28 15,6 (16,8) 0,323 1,3 a 7 

Metamielócitos (mil/mm3) 12 0,5 (1) 23 0,12 (0) 0,028 - 

Mielócitos (mil/mm3) 6 0,6 (0) 19 0 (0) 0,003 - 

Promielócitos (mil/mm3) 2 0,5 14 0 (0) 0,067 - 

Linfócitos (mil/mm3) 24 1,45 (3,4) 40 1,15 (1,1) 0,122 0,9 a 3,4 

Plaquetas (mil/mm3) 25 112 (120) 46 79 (123) 0,028 140 a 450 

IIQ: Intervalo interquartil. * Valores referenciais para sangue venoso. 

 

4.2 Características histológicas e avaliação do dano alveolar difuso 
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A Figura 2 mostra fotomicrografia representativas de lâminas coradas com H&E de cada 

grupo.  

 

Figura 2. Fotomicrografias representativas de tecido pulmonar de controle, sepse e SDRA 

(coloração H&E). A (10x) e B (20x) - Grupo controle: Parênquima alveolar preservado. Como 

a maior parte desse grupo apresenta causas de morte relacionadas a problemas cardíacos, é 

possível observar uma presença moderada de macrófagos no tecido pulmonar. C (10x) e D 

(20x) – Grupo Sepse: Congestão intensa e infiltrado inflamatório leve. Em detalhe (40x), é 

mostrada uma área focal de formação de membrana hialina. E (10x) e F (20x) – Grupo SDRA: 

intensa formação de membrana hialina e leve hemorragia alveolar. Em detalhe (40x), formação 

de membrana hialina sobre membrana basal alveolar desnudada. Barra de escala 10x = 100um. 

Barra de escala 20x = 50um. Barra de escala 40x = 20um. 
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Como esperado, todas as características da lesão do tecido pulmonar avaliadas na análise 

histológica semi-quantitativa mostraram uma diferença estatística entre os grupos SDRA e 

sepse e o grupo controle. Esses resultados são mostrados na Tabela 6.  

 

Tabela 6 – Análise Histológica Semi-quantitativa.  

   SDRA 

 
Controle 

(n=27) 

Sepse 

(n=30) 

Todos casos 

(n=47) 

Leve 

(n=8) 

Moderado 

(n=14) 

Severo 

(n=25) 

Padrão Histológico (%), mediana (mínimo-máximo) 

Tecido Normal 100 (95-100) 10 (0-55)A 2,5 (0-50)A 10 (0-50) 0 (0-50)B 2,5 (0-40)B 

DAD Exsudativa 0 
57,5 (10-

100)A 
60 (28-100)A 55 (35-93) 

60 (28-

100) 

60 (30-

100) 

DAD FP 0 0 (0-40)A 0 (0-45)A 2,5 (0-10) 2,5 (0-45) 0 (0-45) 

Broncopneumonia 0B 0 (0-20) 0 (0-48)B 0 (0-25) 0 (0-40) 0 (0-48) 

Escores, mediana (mínimo-máximo) 

Espessamento Septal 0 (0-1) 1 (0-3)A 2 (1-3)AB 1 (0-3) 1,5 (1-2)B 2 (1-3)B 

Edema 0 1,5 (1-3)A 2 (0-3)A 1 (1-3) 2 (0-3) 2 (1-3)B 

Inflamação 0 (0-1) 1 (1-2)A 2 (1-3)AB 2 (1-2) 2 (1-3)B 2 (1-3)B 

Membrana Hialina 0 1 (0-2)A 1 (1-3)AB 1 (1-3) 1 (1-3)B 2 (1-3)B 

Hemorragia alveolar 0 (0-1) 1 (0-3)A 1 (0-3)AB 1 (0-3) 1 (0-3) 1 (0-3) 

Proliferação de 

pneumócitos tipo II 
0 1 (0-2)A 1 (0-3)A 1,5 (0-3) 2 (1-3) 1 (1-3) 

Padrão Inflamatório, n (%) 

Ausente 23 (85,5%) 0 0 0 0 0 

Neutrofílico 0 5 (16,7%) 6 (12,8%) 1 (12,5%) 2 (14,3%) 3 (12%) 

Linfomononuclear 4 (14,8%) 11 (36,7%) 11 (23,4%) 2 (25%) 3 (21,4%) 6 (24%) 

Misto 0 14 (46,7%) 30 (63,8%) 5 (62,5%) 9 (64,3%) 16 (64%) 

DAD: Dano alveolar difuso. FP: Fibroproliferativo. A p<0.05 comparado ao grupo controle. B p<0.05 comparado 

ao grupo sepse. Padrão inflamatório: χ² = 89.218; p<0.0001. 

 

Entre os grupos sepse e SDRA, a porcentagem de broncopneumonia foi mais elevada no 

grupo SDRA do que no grupo sepse (p=0,025). O grupo SDRA também apresentou escores 

mais altos para inflamação (p=0,015), membrana hialina (p=0,001), hemorragia (p=0,019) e 

espessamento septal (p=0,049) do que o grupo sepse.  

Em relação ao padrão de inflamação, o grupo SDRA teve 12,8% dos casos com 

predominância neutrofílica, 23,4% dos casos com predominância linfomononuclear e 63,8% 
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dos casos com inflamação mista. O grupo sepse teve 16,7% dos casos com predominância 

neutrofílica, 36,7% dos casos com predominância linfomononuclear e 46,7% dos casos com 

inflamação mista. Os mapas perceptuais gerados a partir da análise de correspondência simples 

mostram visualmente as diferenças entre os escores histológicos dos grupos e os resíduos 

padronizados ajustados revelam as relações de dependências entre cada par de categorias 

(Figuras 3-9).   
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Figura 3. A – Mapa perceptual resultante da análise de correspondência simples demostrando 

a relação da classificação do escore de espessamento septal com os grupos. B – Mapa de calor 

dos resíduos padronizados ajustados do teste qui-quadrado. Qui-Quadrado=80.634; p<0.0001. 
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Figura 4. A – Mapa perceptual resultante da análise de correspondência simples demostrando 

a relação da classificação do escore de edema com os grupos. B – Mapa de calor dos resíduos 

padronizados ajustados do teste qui-quadrado. Qui-Quadrado=108.607; p<0.0001. 
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Figura 5. A – Mapa perceptual resultante da análise de correspondência simples demostrando 

a relação da classificação do escore de inflamação com os grupos. B – Mapa de calor dos 

resíduos padronizados ajustados do teste qui-quadrado. Qui-Quadrado=104.343; p<0.0001. 
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Figura 6. A – Mapa perceptual resultante da análise de correspondência simples demostrando 

a relação da classificação do escore de membrana hialina com os grupos. B – Mapa de calor 

dos resíduos padronizados ajustados do teste qui-quadrado. Qui-Quadrado=103.698; p<0.0001. 
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Figura 7. A – Mapa perceptual resultante da análise de correspondência simples demostrando 

a relação da classificação do escore de hemorragia alveolar com os grupos. B – Mapa de calor 

dos resíduos padronizados ajustados do teste qui-quadrado. Qui-Quadrado=43.611; p<0.0001. 
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Figura 8. A – Mapa perceptual resultante da análise de correspondência simples demostrando 

a relação da classificação do escore de proliferação de pneumócitos tipo II com os grupos. B – 

Mapa de calor dos resíduos padronizados ajustados do teste qui-quadrado. Qui-

Quadrado=93.237; p<0.0001. 
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Figura 9. A – Mapa perceptual resultante da análise de correspondência simples demostrando 

a relação da classificação do padrão inflamatório com os grupos. B – Mapa de calor dos resíduos 

padronizados ajustados do teste qui-quadrado. Qui-Quadrado=89.218; p<0.0001. 
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Quando comparamos os subgrupos da SDRA de acordo com sua gravidade com o grupo 

de sepse, observamos que a porcentagem de tecido normal foi menor na SDRA moderada 

(p=0,032) e na SDRA grave (p=0,045) em comparação com o grupo sepse. Os escores de 

inflamação e de membrana hialina foram mais elevadas na SDRA moderada (p=0,005 e 

p<0,0001, respetivamente) e na SDRA grave (p=0,017 e p=0,031, respetivamente) do que no 

grupo da sepse. As pontuações de espessamento septal e edema também foram mais elevadas 

na SDRA grave em comparação com a sepse (p=0,038 e p=0,006, respetivamente). Estes 

resultados também são mostrados na tabela 6. 

No grupo SDRA, a percentagem de tecido normal foi negativamente correlacionada com 

neutrófilos (r= -0,326; p=0,040), metamielócitos (r= -0,636; p=0,001), mielócitos (r= -0. 825; 

p=0,001), promielócitos (r= -0,615; p=0,019), pCO2 (r=-0,457; p=0,002), HCO3 (r= -0,544; 

p<0,0001) e excesso de base (r= -0,483; p=0,001). A percentagem de DAD exsudativo foi 

positivamente correlacionada com FO2Hb (r=0,413; p=0,019) e negativamente correlacionada 

com FHHb (r= -0,447; p=0,010). A percentagem de DAD fibroproliferativo foi positivamente 

correlacionada com pCO2 (r=0,324; p=0,032), HCO3 (r=0,382; p=0,010), excesso de bases 

(r=0,346; p=0,021) e FHHb (r=0,378; p=0,033). Além disso, a percentagem de DAD 

fibroproliferativo foi negativamente correlacionada com o escore SOFA (r= -0,326; p=0,034) e 

FO2Hb (r= -0,362; p=0,042).  

Ainda no grupo SDRA, o escore de espessamento septal foi positivamente correlacionado 

com a quantidade de leucócitos (r=0,298; p=0,047) e plaquetas (r=0,330; p=0,025), pCO2 

(r=0,362; p=0,016), HCO3 (r=0,428; p=0,004), excesso de base (r=0,383; p=0,010) e FCO2Hb 

(r=0,403; r=0,022). O escore de edema foi positivamente correlacionado com pCO2 (r=0,420; 

p=0,004) e HCO3 (r=0,321; p=0,034) e negativamente correlacionado com leucócitos (r= -

0,356; p=0,017), plaquetas (r= -0,310; p=0,036) e relação PaO2/FiO2 (r= -0,474; p=0,001). O 

escore de inflamação foi positivamente correlacionado com a pCO2 (r=0,350; p=0,020). O 

escore da hemorragia foi negativamente correlacionado com as plaquetas (r=-0,346; p=0,018) 

e positivamente correlacionado com o peso dos pulmões (r=0,429; p=0,003). O escore de 

membrana hialina foi negativamente correlacionado com a relação PaO2/FiO2 (r= -0,394; 

p=0,006) e positivamente correlacionado com pCO2 (r=0,347; p=0,021), HCO3 (r=0,384; 

p=0,010) e FMetHb (r=0,425; p=0,017). 

No grupo sepse, a porcentagem de tecido pulmonar normal foi negativamente 

correlacionada com os níveis de PCR (r= -0,429; p=0,041) e quantidade de linfócitos circulantes 

(r= -0,463, p=0,023) e positivamente correlacionada com a FCO2Hb (r=0,603, p=0,010). A 

percentagem de DAD exsudativo foi negativamente correlacionada com o pH do sangue arterial 
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(r= -0,512; p=0,025) e positivamente correlacionada com a quantidade de neutrófilos 

segmentados (r=0,545; p=0,019) e linfócitos (r=0,463; p=0,023). A percentagem de DAD 

fibroproliferativo foi negativamente correlacionada com o peso dos pulmões (r= -0,468; 

p=0,009). A percentagem de pneumonia foi negativamente correlacionada com a relação 

PaO2/FiO2 (r= -0,628; p=0,012). 

Quanto aos escores, no grupo sepse, o escore de edema foi positivamente correlacionado 

com a pO2 (r=0,484; p=0,036) e o peso dos pulmões (r=0,434; p=0,016) e negativamente 

correlacionado com o excesso de base (r= -0,482; p=0,037). O escore de hemorragia foi 

positivamente correlacionado com o peso dos pulmões (r=0,381; p=0,038) e negativamente 

correlacionado com a FCOHb (r= -0,555; p=0,021). O escore de proliferação de pneumócitos 

do tipo II foi positivamente correlacionado com leucócitos (r=0,433; p=0,031), neutrófilos 

(r=0,586; p=0,003), neutrófilos segmentados (r=0,605; p=0,008), metamielócitos (r=0,614; 

p=0,034) e linfócitos (r=0,576; p=0,003). 

 

4.3 Avaliação imunohistoquímica da Elafina  

 
Em condições normais, a imunomarcação de elafina é quase negativa, com exceção de 

alguns macrófagos ligeiramente positivos (Figura 10A). O grupo com sepse apresenta 

coloração positiva leve, principalmente em células linfomononucleares (Figura 10B) e o grupo 

com SDRA apresenta coloração positiva intensa em células epiteliais e inflamatórias (Figura 

10C).  
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Figura 10. Fotomicrografias representativas do parênquima pulmonar imunocorado com 

anticorpo anti- elafina. A – Grupo Controle. B – Grupo Sepse. C – Grupo SDRA. Escala = 

20µm. 

 

A expressão de elafina foi altamente heterogênea em cada caso. A elafina apresentou 

um CV médio de 93% no grupo controle, 85% no grupo de sepse e 87% no grupo de SDRA, 

sem diferença estatística entre os grupos (Figura 11A). 

A comparação entre os grupos controle, sepse e SDRA mostrou um aumento da 

expressão de elafina nos grupos SDRA (p=0,045) e sepse (p=0,049) em comparação com o 

grupo controle (Figura 11B). Quando dividimos o grupo SDRA de acordo com a sua gravidade 

e comparamos estes novos subgrupos com o grupo sepse observamos um aumento da expressão 

de elafina na SDRA grave em comparação com a SDRA leve (p=0,042) e com os casos de sepse 

(p=0,049) (Figura 11C). Além disso, observamos uma tendência ao aumento da elafina no 

grupo SDRA pulmonar em comparação ao grupo SDRA extrapulmonar (p=0,05) (Figura 11D). 
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Figura 11. Representação gráfica da expressão proteica de elafina no tecido pulmonar. A - 

Coeficiente de variação da expressão proteica de elafina no tecido pulmonar. B - Comparação 

entre os grupos controle, sepse e SDRA. C - Comparação entre os grupos sepse, SDRA leve, 

SDRA moderada e SDRA severa. D - Comparação entre os grupos SDRA pulmonar e SDRA 

extrapulmonar. 

 

No grupo SDRA, a expressão proteica de elafina mostrou correlação positiva com a 

percentagem de broncopneumonia (r=0,320; p=0,03), escore de membrana hialina (r=0,342; 

p=0,02) e metamielócitos (r=0,557; p=0,006) e mielócitos circulantes (r=0,354; p=0,002). 

Além disso, também apresentou correlação negativa com a percentagem de tecido pulmonar 

normal (r= -0,295; p=0,046) e escore de edema (r= -0,298; p=0,044). A quantidade de elafina 

também foi correlacionada com vários parâmetros gasométricos, tais como pO2 (r= -0,376; 

p=0,013), pCO2 (r=0,607; p<0,0001), HCO3 (r=0,509; p<0. 0001), SO2 (r= -0,344; p=0,024), 



51 
 

FO2Hb (r= -0,398; p=0,027), FMetHb (r=0,402; p=0,028), FiO2 (r=0,360; p=0,014) e relação 

PaO2/FiO2 (r= -0,414; p=0,004). 

No grupo sepse, a elafina foi positivamente correlacionada com a duração da internação 

na UTI (r=0,533; p=0,015). 

 

4.4 Avaliação imunohistoquímica de RAGE 

 

Em todos os grupos, RAGE se apresentou altamente expresso nos septos alveolares 

(Figura 12A-C). Além disso, as células inflamatórias apresentaram intensa coloração positiva 

para RAGE nos grupos sepse (Figura 12B) e SDRA (Figura 12C).  

 

Figura 12. Fotomicrografias representativas do parênquima pulmonar imunocorado com 

anticorpo anti- RAGE. A – Grupo Controle. B – Grupo Sepse. C – Grupo SDRA. Escala = 

20µm. 

 

A expressão de RAGE apresentou um CV médio de 32% no grupo controle, 36% no 

grupo sepse e 35% no grupo SDRA, sem diferença estatística entre os grupos (Figura 13A). 

Não observamos diferença estatística na expressão de RAGE entre os grupos controle, 

sepse e SDRA (Figura 13B). Entretanto, observamos um aumento da expressão de RAGE na 

SDRA grave em comparação com a SDRA leve (p=0,029) (Figura 13C). Também não 

observamos diferença estatística entre a SDRA pulmonar e extrapulmonar (Figura 13D). 
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Figura 13. Representação gráfica da expressão proteica de RAGE no tecido pulmonar. A - 

Coeficiente de variação da expressão proteica de RAGE no tecido pulmonar. B - Comparação 

entre os grupos controle, sepse e SDRA. C - Comparação entre os grupos sepse, SDRA leve, 

SDRA moderada e SDRA severa. D - Comparação entre os grupos SDRA pulmonar e SDRA 

extrapulmonar. 

 

No grupo SDRA, a expressão proteica de RAGE foi positivamente correlacionada com o 

escore de hemorragia (r=0,318; p=0,029), de membrana hialina (r=0,318; p=0,029) e FCO2Hb 

(r=0,395; p=0,025). Além disso, foi negativamente correlacionada com a relação PaO2/FiO2 (r= 

-0,298; p=0,045) e com a duração da ventilação mecânica (r= -0,354; e p=0,015). 



53 
 

No grupo sepse, a expressão de RAGE foi positivamente correlacionada com a proteína C 

reativa (r=0,418; p=0,047) e negativamente correlacionada com a duração da ventilação 

mecânica (p= -0,422; p=0,014) e a saturação de O2 (r= -0,835; p=0,003). 

 

4.5 Avaliação imunohistoquímica de SP-D 

 

Todos os grupos mostram uma coloração positiva de SP-D dos pneumócitos do tipo II 

(Figura 14A-C). Os macrófagos apresentam uma coloração SP-D positiva leve pois podem 

fagocitar as proteínas do surfactante. A membrana hialina também é positivamente corada para 

SP-D no grupo SDRA (Figura 14C).  

 

Figura 14. Fotomicrografias representativas do parênquima pulmonar imunocorado com 

anticorpo anti- SP-D. A – Grupo Controle. B – Grupo Sepse. C – Grupo SDRA. Escala = 20µm. 

 

O CV da expressão de SP-D foi o único que apresentou diferenças estatísticas entre os 

grupos. O CV médio de SP-D do grupo controle (61%) foi significativamente inferior ao dos 

grupos sepse (87%; p<0,0001) e SDRA (92%; p<0,0001) (Figura 15A). 

Além disso, observamos uma diminuição da expressão proteica de SP-D nos grupos SDRA 

(p=0,003) e sepse (p=0,035) em comparação com o grupo controle (Figura 15B). Quando 

comparamos os subgrupos da SDRA divididos de acordo com a sua gravidade com o grupo 

sepse, não observamos diferença estatística na expressão proteica de SP-D (Figura 15C). 
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Também não observamos diferença estatística na comparação entre os grupos SDRA pulmonar 

e extrapulmonar (Figura 15D). 

 

Figura 15. Representação gráfica da expressão proteica de SP-D no tecido pulmonar. A - 

Coeficiente de variação da expressão proteica de SP-D no tecido pulmonar. B - Comparação 

entre os grupos controle, sepse e SDRA. C - Comparação entre os grupos sepse, SDRA leve, 

SDRA moderada e SDRA severa. D - Comparação entre os grupos SDRA pulmonar e SDRA 

extrapulmonar. 

 

No grupo SDRA, a expressão de SP-D foi negativamente correlacionada com eritrócitos 

(r= -0,338; p=0,025), hemoglobina (r= -0,375; p=0,012), hematócrito (r= -0,324; p=0,032) e 

promielócitos (r= -0,609; p=0,021). 

No grupo sepse, a expressão da SP-D foi positivamente correlacionada com o lactato sérico 

(r=0,540; p=0,008). 

 

 



55 
 

5. DISCUSSÃO 

 
No presente estudo avaliamos a expressão proteica de elafina, RAGE e SP-D no tecido 

pulmonar de pacientes com diagnóstico clínico de sepse/choque séptico, SDRA e pacientes 

controles. Nestes casos, observamos um aumento da expressão proteica da elafina nos grupos 

sepse e SDRA. O grupo SDRA severa apresentou maior expressão proteica de elafina no tecido 

pulmonar em comparação aos grupos SDRA leve e sepse. Além disso, observamos um aumento 

da expressão proteica de RAGE na SDRA grave em comparação com a SDRA leve e uma 

diminuição da expressão proteica de SP-D nos pacientes com sepse e com SDRA em 

comparação com os controles. Nos pacientes com SDRA, as expressões de elafina e RAGE no 

tecido pulmonar estão correlacionadas com vários parâmetros gasométricos arteriais, indicando 

uma correlação entre a gravidade da hipoxemia e a expressão destes marcadores. Além disso, 

correlacionam-se com a percentagem de broncopneumonia e o escore de membrana hialina. A 

expressão de SP-D não teve correlações com os parâmetros gasométricos ou com as variáveis 

histológicas. A expressão de RAGE foi negativamente correlacionada com a duração da VM 

tanto em pacientes com SDRA quanto em pacientes com sepse. Nos pacientes com sepse, os 

marcadores não se correlacionaram com os parâmetros gasométricos, exceto o RAGE que se 

correlaciona com a saturação de O2. Além disso, no grupo sepse, a elafina foi positivamente 

correlacionada com o tempo de permanência na UTI, a SP-D foi positivamente correlacionada 

com o lactato sérico e o RAGE foi positivamente correlacionado com PCR. 

O DAD pode ser induzido por uma cascata de eventos patológicos que culminam em 

danos nas barreiras alvéolo-capilares e na homeostase pulmonar. O DAD é uma reação 

pulmonar não específica a uma série de condições, que se podem sobrepor, como a sepse, a 

pneumonia intersticial, o trauma e a SDRA (Kaarteenaho e Kinnula, 2011). A lesão causada 

nas células epiteliais e endoteliais pode resultar na ruptura da barreira epitelial-capilar alveolar. 

Este dano aumenta a permeabilidade alvéolo-capilar, permitindo assim o extravasamento de 

proteínas séricas para os espaços aéreos, ao mesmo tempo que facilita o escape de proteínas do 

espaço alveolar para a corrente sanguínea (Matthay et al., 2019; Kuroki et al., 1998). 

Todos os casos de sepse e SDRA incluídos neste estudo apresentaram pelo menos algum 

grau de DAD. No entanto, algumas das características do DAD foram mais intensas no grupo 

da SDRA, como o aumento do peso dos pulmões, dos escores de inflamação, de formação de 

membranas hialinas, de espessamento septal e de hemorragia alveolar. O DAD é considerado 

o correlato histopatológico da SDRA. O edema intersticial e alveolar, a destruição e a 

descamação das células epiteliais alveolares levam à formação de uma membrana hialina rica 
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em proteínas na membrana basal alveolar desnudada. Este processo pode ocorrer precocemente 

na SDRA (Matthay et al., 2019; Matthay e Zemans, 2011). 

Foi observado que, na SDRA, a gravidade da lesão epitelial pulmonar é um importante 

fator determinante na sobrevivência do paciente (Ware e Matthay, 2001). O epitélio alveolar 

consiste em dois tipos distintos de pneumócitos. Os pneumócitos do tipo I cobrem a maior parte 

da área da superfície alveolar, cerca de 90-95%, enquanto os do tipo II compreendem 

aproximadamente 5%. Acredita-se que os pneumócitos de tipo II são as células progenitoras 

das células de tipo I após lesão celular (Wang e Hubmayr, 2011). Quando as células epiteliais 

alveolares são lesadas, perdem a integridade de sua barreira, o que diminui a sua capacidade de 

reabsorção eficiente de fluidos, exacerbando a formação de edema pulmonar. Por isso, a 

medição da reabsorção de fluidos alveolares prejudicada tem sido utilizada para identificar a 

lesão epitelial pulmonar (Ware e Matthay, 2001). Mais recentemente, a avaliação de 

marcadores específicos no plasma ou lavado broncoalvolar, como o SP-D e o RAGE, tem se 

mostrado útil para a avaliação da lesão epitelial pulmonar (Bos et al., 2022). 

Não observamos uma diferença na expressão tecidual de RAGE entre os grupos 

controle, sepse e SDRA. RAGE é constitutivamente expresso em altos níveis nos pulmões, 

produzido principalmente por pneumócitos tipo I (Oczypok et al., 2017). O RAGE também é 

expresso por uma variedade de células imunes, como macrófagos, células dendríticas e 

linfócitos (Oczypok et al., 2017). Mesmo com os danos evidentes das células epiteliais 

pulmonares no grupo SDRA, não observamos uma diminuição da expressão proteica de RAGE, 

mas uma modificação do perfil celular expressando a proteína, provavelmente devido à 

presença de numerosas células inflamatórias no tecido. A própria ativação de RAGE pode 

desencadear múltiplas vias de sinalização com importantes consequências inflamatórias, como 

a ativação de NF-κB (González et al., 2013), participando do processo de recrutamento celular. 

De forma similar, Wittkowski et al. (2007) também não observaram uma diferença significativa 

na expressão da proteína RAGE em biópsias pulmonares de pacientes com SDRA e controles. 

RAGE solúvel (sRAGE), a forma clivada do receptor, detectado no plasma ou no lavado 

broncoalveolar, pode ser libertado no pulmão devido a lesão epitelial e endotelial alveolar ou 

pode ocorrer como parte de uma resposta inflamatória pulmonar. Independentemente do 

estímulo inicial, a translocação de sRAGE para a circulação sistémica pode ser reforçada pelo 

aumento da permeabilidade alvéolo-capilar (Griffiths e McAuley, 2008). Assim, propõe-se que 

os níveis de sRAGE sejam um biomarcador da lesão das células alveolares do tipo I e da 

reabsorção do fluido alveolar. 
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Briot et al. (2009) demonstraram que a taxa de reabsorção do fluído alveolar estava 

inversamente correlacionada com os níveis de sRAGE avaliados no fluido alveolar de pulmões 

humanos recusados para transplante. Mrozek et al. (2016) verificaram que a sRAGE plasmática 

estava associada a uma SDRA não-focal, que é sugestiva de edema inflamatório e de uma 

reabsorção deficiente do líquido alveolar. Além disso, os níveis plasmáticos de sRAGE foram 

correlacionados com a mortalidade por SDRA (Jabaudon et al., 2018) e com a gravidade da 

SDRA (Jabaudon et al., 2015), diminuindo ao longo do tempo, sugerindo a resolução da lesão 

epitelial alveolar (Jabaudon et al., 2011). Assim, também observamos uma correlação entre a 

gravidade da SDRA e a expressão proteica de RAGE no tecido, demonstrada pela correlação 

negativa entre a RAGE e a relação PaO2/FiO2 e o aumento significativo no grupo com SDRA 

grave em comparação com a SDRA leve. Além disso, também observamos uma correlação 

negativa com a duração da VM nos grupos SDRA e sepse. 

Existem relatos de aumento da expressão de RAGE em várias outras doenças 

inflamatórias (Oczypok et al., 2017), incluindo a sepse. Foi demonstrado que os níveis 

plasmáticos de sRAGE aumentam durante a progressão e a gravidade da sepse (Matsumoto et 

al., 2015) e que esses níveis são ainda mais altos em não sobreviventes (Bopp et al., 2008). Um 

estudo realizado por Ware et al. (2013) demonstrou que os níveis anormais de cinco marcadores 

plasmáticos (SP-D, RAGE, IL-8, IL-6 e CC-16) proporcionavam uma discriminação válida 

para o diagnóstico de SDRA em doentes com sepse grave. 

Observamos que a SP-D está diminuída nos grupos com sepse e SDRA em comparação 

com o grupo controle. Da mesma forma, Cheng et al. (2003) observaram que os níveis de SP-

D eram mais baixos nos doentes com SDRA com pior oxigenação e nos doentes que não 

sobreviveram. Logo após o início da SDRA, Greene et al. (1999) verificaram que a 

concentração de SP-D no LBA era significativamente menor nos pacientes que morreram e que 

estava correlacionada com a relação PaO2/FiO2. O aumento do extravasamento do epitélio 

pulmonar durante a lesão pulmonar pode reduzir os níveis de proteínas do surfactante no LBA, 

com ou sem incremento na sua síntese (Sorensen et al., 2007). De acordo com a afirmação 

anterior, foi demonstrado que, no início do curso da SDRA, o aumento dos níveis plasmáticos 

de SP-D está associado a uma pior evolução clínica e que estes níveis são atenuados pela 

ventilação mecânica pulmonar protetora com volumes correntes mais baixos (Eisner et al., 

2003). Além disso, Endo et al. (2002) demonstraram que os níveis plasmáticos de SP-D são 

quase 5 vezes mais elevados em pacientes com ARDS do que em pacientes com sepse. 

Villar et al. (2021) mostraram que os pacientes com sepse com foco pulmonar 

apresentavam níveis plasmáticos mais elevados de RAGE e SP-D do que os da sepse com foco 
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extrapulmonar e Peukert et al. (2021) mostraram que a SDRA viral também apresentou níveis 

mais elevados de SP-D do que a SDRA bacteriana e SDRA extrapulmonar. 

Nos pulmões, a elafina é produzida por células epiteliais e inflamatórias que inibem de 

forma potente a elastase derivada de neutrófilos, protegendo o tecido pulmonar dos efeitos 

nocivos das proteases (Shaw e Wiedow, 2011). Observamos um aumento da expressão proteica 

da elafina no grupo da sepse e da SDRA. No grupo SDRA, também observámos uma correlação 

negativa com a relação PaO2/FiO2 e uma expressão ainda mais elevada de elafina no grupo 

SDRA grave. Outros parâmetros gasométricos correlacionaram-se com a quantificação de 

elafina no tecido pulmonar, reforçando que quanto pior for a hipoxemia, mais elafina é 

produzida localmente no tecido pulmonar. 

Sallenave et al. (1999) mostraram que as concentrações de elafina estavam aumentadas 

no lavado broncoalveolar de pacientes com SDRA, no entanto, não houve diferença 

significativa entre pacientes com SDRA e aqueles em risco de desenvolver a SDRA, mas sem 

critérios para a síndrome. Outros estudos observaram que os níveis de elafina estavam 

aumentados no soro de pacientes no início da SDRA (Kerrin et al., 2013), mas diminuíam com 

a evolução clínica da SDRA (Wang et al., 2008; Wang et al., 2009; Kerrin et al. 2013). Além 

disso, Wang et al. (2017) mostraram que os níveis séricos de elafina eram ainda mais baixos 

em pacientes com SDRA não sobreviventes em comparação com pacientes sobreviventes. Em 

nosso estudo, não observamos nenhuma correlação entre a expressão da proteína elafina e 

variáveis que possam sugerir qualquer variação ao longo do curso temporal da SDRA. 

Notavelmente, Kerrin et al. (2013) demonstraram que a queda das concentrações de elafina no 

lavado broncoalveolar ao longo da SDRA foi resultado de degradação proteolítica, enquanto 

Wang et al. (2008) levantaram a hipótese de que o declínio da elafina no soro foi devido à sua 

ligação à matriz extracelular. Ambas as hipóteses sugerem que pode ser difícil avaliar com 

precisão os níveis de elafina no lavado broncoalveolar ou no plasma. 

Segundo estudos conduzidos por Thille et al. (2013a) e Kao et al. (2015) 

aproximadamente 50% dos casos com critérios clínicos para a SDRA apresentam DAD na 

histologia pulmonar. O DAD parece ser mais frequente em casos mais graves de SDRA e 

pacientes com DAD apresentam maior mortalidade (Lorente et al., 2015; Thille et al., 2013a). 

Considerando que o DAD e a perda da integridade da barreira epitelial-capilar são fatores que 

favorecem a translocação de proteínas do pulmão para a corrente sanguínea, estes marcadores 

de lesão epitelial podem não ser bons preditivos para casos que possuem critérios clínicos para 

SDRA, mas não possuem DAD significativo. Entretanto, estes marcadores podem ser bons 
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discriminantes de uma subpopulação de pacientes com diagnóstico histológico mais uniforme 

e que tem pior prognóstico. 

O nosso estudo tem algumas limitações devido à dificuldade de abordar a natureza 

multifatorial da SDRA e as múltiplas condições que se podem sobrepor em pacientes críticos. 

Os nossos casos controles não foram pareados em termos de sexo, idade ou duração da 

ventilação mecânica. Além disso, o número limitado de indivíduos não nos permite abordar 

todos os possíveis fatores de confusão. Uma vez que se trata de um estudo retrospectivo e só 

havia tecido disponível para análise, não foi possível avaliar de que forma a lesão pulmonar 

refletiria nas concentrações de elafina, RAGE e SP-D no lavado broncoalveolar ou plasma o 

que permitiria melhor avaliação a respeito das diferenças e conexões entre estes 

compartimentos. Apesar destas limitações, os nossos resultados contribuem para o conjunto de 

conhecimentos existentes sobre a SDRA e sobre o perfil de expressão tecidual destes 

marcadores. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Em resumo, a análise da expressão tecidual de elafina, RAGE e SP-D não discrimina 

pacientes com sepse de pacientes com SDRA, porém a expressão de elafina e RAGE, mas não 

de SP-D, está correlacionada com a gravidade da SDRA. 
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