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Resumo

A sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) apresenta altas taxas de
mortalidade, podendo ser resultante tanto de infeccbes pulmonares como
extrapulmonares sendo caracterizada pela insuficiéncia respiratoria proveniente da
resposta inflamatéria que cursa com alteracdo de permeabilidade alvéolo-capilar,
edema e hipoxemia refrataria aos altos fluxos de oxigénio. Um dos mais importantes
mecanismos que determinam a severidade desta injuria € a magnitude da leséo da
barreira epitélio alveolar. A possibilidade de reparacdo do epitélio em um estagio
precoce € o maior determinante da recuperagdo. Muitas das modalidades terapéuticas
permeiam na tentativa de diminuicdo da inflamacao pulmonar para minimizar a leséo
inicial, a qual se deve em grande parte ao processo inflamatério mediado pela ativacao
local e sistémica de citocinas como TNF-a e IL-8. Nesse sentido, pretendemos avaliar
os efeitos do inibidor de leucotrienos (MK0476) na inflamagdo pulmonar e sistémica.
Para isso, camundongos C57BI/6 (n=35) adultos machos foram distribuidos em 5
grupos: Controle 24 horas (n=7; ndo manipulado), Controle 48 horas (n=7; nao
manipulado), LPS IT Controle 24 horas (n=7; LPS intratraqueal; 10 pg/camundongo),
LPS IT Controle 48 horas (n=7; LPS intratraqueal; 10 pg/camundongo), LPS IT +
MKO0476 (n=7; LPS intratraqueal; 10pg/camundongo + MK0476).0s animais foram
eutanasiados vinte e quatro horas apés a administracdo de LPS e MK0476 sendo
avaliada a contagem de células totais, diferenciais e os niveis de proteinas totais no
lavado bronco alveolar (LBA), ja os niveis de citocinas (IL-6, CXCL-1/KC, IL 10, IL-17
e TNF-a) dosados no soro e no sobrenadante do LBA e a densidade de neutrofilos,
linfécitos e macréfagos no parénquima pulmonar. Foram avaliados ainda os niveis de
VEGF no homogenato pulmonar, e a expressdo do NF-kB e do LTB4R pelos
leucocitos no parénquima pulmonar através de imunohistoquimica. Além disso, os
niveis de IL-8 no sobrenadante dos neutréfilos de humanos estimulados in vitro com
LPS (1,5 ug/ml de meio) e tratados com MKO0476 (10uM) também foi avaliado. Os
resultados demonstraram que o MK0476 foi capaz de diminuir o nUmero de células
totais (p<0.05), macrofagos (p<0.05), neutrofilos (p<0.01) e linfécitos (p<0.001) no
LBA, além dos niveis de proteinas totais (p<0.05), IL-6 (p<0.05), CXCL1/KC (p<0.05),
IL-17 (p<0.05) e TNF-a (p<0.05). A densidade de neutrdfilos (p<0.001), linfécitos
(p<0.001) e macréfagos (p<0.01) no parénquima pulmonar também foi diminuida
através do tratamento com o MK0476. Os niveis de VEGF no homogenato pulmonar

(p<0.01) foram reestabelecidos pelo tratamento com o MK0476. Por fim, o tratamento
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com o MKO0476 foi capaz de reduzir a expressdao de NF-kB e de LTB4R pelos
leucocitos no parénquima pulmonar, sugerindo um possivel mecanismo de acdo do
MKO0476 na inflamacdo pulmonar aguda induzida por LPS. Portanto, concluimos que
0 MK0476, no modelo utilizado, apresenta significante melhora nos niveis de proteinas

totais e citocinas, melhorando tanto os niveis sistémicos quanto local.

Palavra chave: Inflamacéao pulmonar, SDRA, MK0476.



Abstract

The acute respiratory distress syndrome (ARDS) has high mortality rates and may be
the result both of lung infections such as extra pulmonary being characterized by
respiratory failure from the inflammatory response that leads to alteration of alveolar-
capillary permeability, edema and hypoxemia refractory to high flows oxygen. One of
the most important mechanisms that determine the severity of this injury is the
magnitude of the alveolar epithelial barrier injury. The possibility of epithelial repair at
an early stage is the major determinant of recovery. Many of the therapeutic
approaches in attempts to permeate decreased pulmonary inflammation to minimize
the initial injury, which is largely due to the inflammatory process mediated by local and
systemic activation by cytokines such as TNF-a and IL-8. In this sense, we aimed to
evaluate the effects of leukotriene inhibitor (MK0476) on pulmonary and systemic
inflammation. For this purpose, C57BL / 6 mice (n = 35) adults male were distributed
into five groups: (1) Control 24 hours (n = 7; unhandled), (2) Control 48 hours (n = 7;
unhandled) (3) Control IT LPS 24 hours (n = 7; intratracheal LPS; 10 mg / mouse) (4)
Control IT LPS 48 hours (n = 7; intratracheal LPS; 10 mg / mouse), (5) IT + LPS
MKO476 (n = 7; intratracheal LPS; 10mg / mouse + MK0476) .The animals were
euthanized twenty-four hours after the LPS administration and evaluated the total cell
and differential count in broncho alveolar lavage (BAL) protein levels in total BAL
cytokine levels (IL-6, CXCL-1 / KC, IL-10, IL-17 and TNF-a) in serum and BAL
supernatant and the density of neutrophils, lymphocytes and macrophages in the lung
parenchyma. They also assessed the levels of VEGF in lung homogenate, and the
expression of NF-kB and LTB4R leukocytes in the pulmonary parenchyma through
imunohistochemistry. Moreover, IL-8 levels in the supernatant of human neutrophils
stimulated in vitro with LPS (1.5 ug / ml of medium) and treated with MK0476 (10uM)
was also evaluated. The results showed that the MK0476 is capable of decreasing the
number of total cells (p <0.05), macrophages (p <0.05), neutrophils (p <0.01) and
lymphocytes (p <0.001) in BAL, in addition to total protein levels (p <0.05), IL-6 (p
<0.05) CXCL1 / KC (P <0.05), IL-17 (p <0.05) and TNF-a (p <0.05). The density of
neutrophils (p <0.001), lymphocytes (p <0.001) and macrophage (p <0.01) in the lung
parenchyma was also reduced by treatment with the MK0476. VEGF levels in lung
homogenate (p <0.01) were re-established by treatment with the MK0476. Finally,
treatment with the MK0476 is capable of reducing the expression of NF-kB and LTB4R

leukocytes in the pulmonary parenchyma, suggesting a possible mechanism of action
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of MK0476 in acute lung inflammation induced by LPS. We therefore conclude that the
MKO0476, the model used, presents significant improvement in the levels of total
proteins and cytokines, improving both systemic levels and local.

Key words: Lung inflammation, ARDS, MK0476.
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Introducao

1.1. Aspectos Histoéricos

Existem muitos eventos historicos interessantes que se correlacionaram com a
identificacdo e gestdo de ARDS levando a conceitos mais atuais. Estes eventos
prepararam o palco para a revolucdo de cuidados intensivos que ocorreu na ultima

metade do século XX.

Os fatos comecaram a ser observados em 1821, Século XIX, no que foi,
provavelmente, a primeira descricdo cientifica publicada. Laennec descreveu a
patologia grave do coracdo e pulmbes como anasarca idiopatica dos pulmdes e

edema pulmonar sem insuficiéncia cardiaca em "Um Tratado sobre doencas do térax"!

Na década de 1950, o edema pulmonar havia se tornado um tema titulo pela Biblioteca
Nacional de Medicina; no entanto, nao foi feita distincdo nesse momento entre causas
cardiacas e nao cardiacas. Mas, o que mudou claramente ARDS de uma forma quase
universalmente fatal de "pneumonia dupla”, foi o desenvolvimento de métodos para
estabelecer o acesso seguro das vias aéreas utilizando tubos que poderiam ser
ligados a ventiladores mecanicos para administrar pressdes adequadas de distensao

pulmonares?

Estas técnicas melhoravam a vida desses pacientes de algumas horas a varios dias
ou mesmo semanas de duracdo, em alguns casos suficiente para se recuperar. Como
este novo tipo de paciente comecou a internar nas unidades de cuidados intensivos
recém-criadas, sua condicdo rapidamente tornou-se reconhecida como um dos
processos clinicos agudos mais dificeis de tratar. E estes, inclusive infiltrados
bilaterais agudos e difusos observados em pacientes que necessitavam de ventilacao

mecanica prolongada, porém sem causa, dai o termo "pulméo respirador"?

Em 1954, Clark desenvolve um eletrodo para medicédo de PO, refletindo o nivel de
Oz no sangue®. Ainda em 1954, Ibsen utiliza pela primeira vez tubos endotraqueais

para ventilacdo com pressao positiva®.

Em 1959 Avery e Mead descobriram que alguns pulmdes de recém-nascidos nao
produziam surfactante (Doenca da Membrana Hialina, mais tarde chamada Sindrome

da Angustia Respiratéria Neonatal)®
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Em 1960, Moss e colaboradores descobriram os beneficios da compressao toracica

para atingir a circulacéo artificial’

Por um periodo de tempo ARDS atendia pelo nome de lesdes, incitando, por exemplo,

pulm&o de choque, lesdo pulmonar pos-traumatico, etc.

E finalmente, em 1967, um artigo publicado no Lancet pelos cirugides Ashbaugh,
Bigelow, Petty, e Levine descrevia pela primeira vez a entidade clinica que eles
chamavam de "angustia respiratéria aguda em adultos"® Este artigo reconhecia pela
primeira vez que a SDRA era uma constelacdo de anormalidades patofisiologicas
comum para um numero relativamente grande de doentes, mas que foram iniciadas
por uma ampla variedade de lesbes né&o relacionadas, por exemplo, aspiracao

gastrica, sepse, trauma sem corte, quase-afogamento, etc.

A dificuldade em fazer o diagnéstico permaneceu evidente, e pelo menos cinco dos
pacientes estudados poderia ter tido ARDS secundarias ou complicadas por
sobrecarga de liquidos como edema pulmonar. Também foi observado neste relatério
de 1967, a ARDS denominada como sindrome do desconforto respiratério "aguda”.
No entanto, em 1971, Petty e Ashbaugh mudaram para sindrome do desconforto
respiratério com o termo "adulto" e em outra publicacédo®, provavelmente para tratar a
percepcao da SDRA como uma versao adulta da sindrome de dificuldade respiratéria

infantil anteriormente descrita.

Em 1976, Bone et al.,’° descrevendo a associacdo entre coagulacdo intravascular
disseminada e SDRA, utilizaram como critério diagnostico da sindrome a presenca de
pressao arterial parcial de oxigénio (PaO2) < 70 mmHg com uma fragéo inspirada de
oxigénio (FiO2) 2 0,5 e emprego de pressao expiratoria final positiva (PEEP), cujo valor
nao foi especificado. Posteriormente, em 1982, Pepe et al.,'lestudando preditores
clinicos da sindrome em 136 pacientes adultos, definiram a doenga quando havia
PaO2 < 75 mmHg com FiO2 = 0,5, presenga de infiltrado difuso bilateral ao exame
radiolégico do térax, com envolvimento de todos os campos pulmonares, pressao
capilar pulmonar (PCP) < 18 mmHg, ndo provocada faléncia cardiaca, derrame pleural
ou pneumonia bacteriana. No ano seguinte, Fowler et al.,’> em estudo de varios
centros avaliando 68 pacientes com SDRA, utilizaram como critérios diagndsticos os

seguintes elementos: inicio agudo de infiltrado pulmonar bilateral; PCP < 12 mmHg;
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complacéncia pulmonar < 50 mL/cmH20; e relagéo entre a PaO: e a pressao alveolar
de oxigénio (PaO2/PAO2) < 0,2.

Diante da diversidade de critérios utilizados para o diagndstico de SDRA e procurando
expandir a definicdo da sindrome, Murray et al.,° em 1988, incorporaram a defini¢éo
os fatores de risco, a relativa brevidade do processo de doenca e medidas de
gravidade. Quanto aos fatores de risco, 0s autores apontaram para a necessidade de
identificar se a sindrome é causada por pneumonia aspirativa, medicamentosa,
inalacdo de gases tOxicos ou se esta associada a eventos sistémicos como sepse,
politraumatismo ou pancreatite aguda. A gravidade foi avaliada utilizando um escore
de lesdo pulmonar (Lung Injury Score — LIS), incorporando dados fisiologicos
indicadores de oxigenacao, valores de PEEP, complacéncia e distribuicdo radiol6gica

da leséo (tabela 1). O escore incluiu a avaliagdo de quatro critérios:

1) exame radiolégico do torax;

2) escore de hipoxemia (relagédo PaO2/FiOz;

3) nivel da PEEP; e

4) escore de complacéncia do sistema respiratorio (Csr) (quando disponivel).

Embora o escore de Murray continue sendo utilizado, ele ainda nao foi validado, ou
seja, nao foi estabelecido se pacientes com escores de mesmo valor correspondem a
graus similares de lesdo pulmonar e, portanto, tém o mesmo progndostico. Além disso,
o LIS apresenta varios problemas, como: ndo considera o efeito do tempo sobre a
gravidade da lesdo (evento agudo ou crdnico); o escore ndo € especifico de SDRA,
sendo que pacientes com edema pulmonar cardiogénico podem ser identificados
como tendo SDRA; pacientes com discreta sobrecarga de volume, por qualquer
motivo, podem ser diagnosticados como tendo SDRA, ja que ndo € regra obter 0s

niveis de PCP para descartar edema cardiogénico®31415,
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Tabela 1 O escore de lesao pulmonar aguda - escore de
Murray

1. Escore de exame radiologico do torax

Sem consolidacao alveolar 0
Consolidacgao alveolar confinada a um quadrante 1
Consolidacao alveolar confinada a dois quadrantes 2
Consolidagao alveolar confinada a trés quadrantes 3
Consolidacao alveolar confinada a todos os quatro 4
quadrantes

2. Escore de hipoxemia

Pa0,/Fi0, > 300 mmHg 0
Pa0,/FiO, 225-299 mmHg 1
Pa0,/Fi0, 175-224 mmHg 2
Pa0,/FiO, 100-174 mmHg 3
Pa0,/Fi0, < 100 mmHg 4
3. Escore da PEEP em cm H,0 (quando em ventilagdo
pulmonar mecdnica)

PEEP < 5 0
PEEP 6-8 1
PEEP 9-11 2
PEEP 12-14 3
PEEP >15 4
4. Escore de complacéncia do sistema

respiratorio mL/cm H,0 (se disponivel)

Complacéncia > 80 0
Complacéncia 60-79 1
Complacéncia 40-59 2
Complacéncia 20-39 3
Complacéncia < 19 4

PEEP, pressao expiratoria final positiva.

O escore final € obtido dividindo-se os valores obtidos da
analise inicial pelo niumero de elementos utilizados para a
analise. Quando o valor do escore for igual a zero, nao ha
lesdo pulmonar;, de 1 a 2,5, a lesdao pulmonar € considerada
leve a moderada; e quando maior do que 2,5, o diagndstico de
sindrome do desconforto respiratério agudo € estabelecido.

Fonte: J. Pediatr. (Rio J.) vol.89 no.6 Porto Alegre Nov./Dec. 2013

Em 1992, a Conferéncia do Consenso Euro - Americano (AECC) foi encarregada de
desenvolver uma definicdo padronizada para ARDS para ajudar com a investigacao
clinica e epidemioldgica. A AECC recomendou uma nova designacao: lesao pulmonar
aguda (LPA) poderia ser definida como uma sindrome de inflamacdo e aumento da
permeabilidade que esta associada com uma constelacdo de achados clinicos,
radiolégicos e anomalias fisioldgicas que ndo pode ser explicado, mas pode coexistir
com a disfungéo atrial esquerda ou hipertenséo capilar pulmonar e esta associada
mais frequentemente com sepse, aspiracdo gastrica, pneumonia primaria ou
politrauma e, menos comumente, com circulagdo extracorpOrea, multiplas

transfusdes, embolia gordurosa, pancreatite e outros. A sindrome da angustia
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respiratoria aguda foi definida como um subconjunto de pacientes com LPA com
defeito de oxigenagdo mais grave. LPA e SDRA séo patologias agudas no inicio e
persistentes, associadas com um ou mais fatores de risco conhecidos, e sao
caracterizados por hipoxemia arterial resistente a terapia de oxigenio por si sO e
infiltrados radiol6gicos?®.

Tabela 2 Definicao da Conferéncia de Consenso

Americana-Europeia de lesao pulmonar aguda e sindrome
do desconforto respiratorio agudo

Criterio diagnostico de lesao pulmonar aguda
Tempo: comego agudo
Oxigenacao: Pa0,/Fi0, = 300 mmHg
(independentemente do nivel da PEEP utilizada)
Radiografia de torax: infiltrados bilaterais evidenciados
no exame em posicao frontal
Pressao capilar pulmonar: = 18 mmHg quando medida
ou sem evidéncia clinica de hipertensao atrial esquerda
Critério diagnostico de sindrome do desconforto
respiratorio agudo
Iguais aos critérios de lesao pulmonar aguda, exceto por:
Oxigenacao: Pa0,/Fi0, = 200 mmHg
(independentemente do nivel da PEEP utilizada)

PEEP, pressao expiratoria final positiva; Fi0,, fracao inspirada
de oxigénio; Pa0,, pressao arterial parcial de oxigénio.

Fonte: J. Pediatr. (Rio J.) vol.89 no.6 Porto Alegre Nov./Dec. 2013

E por esses motivos apresenta as trés definicdes mais utilizadas.

Dispneia intensa, taquipneia, cianose refrataria a oxigenoterapia, diminuicdo da
complacéncia pulmonar alveolar, difusos infiltrados na radiografia de torax,
atelectasia, congestao vascular, hemorragia, edema pulmonar e membranas hialinas

na necropsia®.

Quatro pontos pelo sistema de pontuacgdo para lesdo pulmonar de especifica causa
clinica, com base em: Oxigenacdo, Presséo expiratoria final positiva, Complacéncia
do sistema respiratério e envolvimento radiografico®!” Inicio agudo, infiltratdos
bilaterais na radiografia de torax, presséo da artéria pulmonar <19 mmHg ou auséncia

de clinica evidéncia de hipertenséo atrial esquerda.

A lesado pulmonar aguda é considerada presente se PaO2/ FIO2 € < 300 e subconjunto

SDRA foi definido com um déficit de oxigenagdo mais grave, PaO2 / FIO2 < 200%8.
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Limitacoes da definicdo da Conferéncia de Consenso

Americana-Europeia

Embora a definicdo da Conferéncia de Consenso Americana-Europeia (CCAE) tenha
tido o mérito de formalizar os critérios diagnésticos de SDRA e seja de simples
aplicacéo na pratica do dia a dia, ela tem sido questionada ao longo dos anos em vista

do aumento dos conhecimentos sobre a doenga'®20.

1) Heterogeneidade: A definicho da CCAE transforma multiplos processos
fisiopatoldgicos e grupos de pacientes muito diferentes em uma sindrome Unica.?*
Contribuem grandemente para a questdo da heterogeneidade a causa
desencadeante, o0 mecanismo de lesdo pulmonar???4, a fase da doenc¢a?® e o tempo
de inicio da ventilacdo pulmonar mecanica?®?’ (VPM). As implicagées praticas desses
problemas séo Obvias, pois uma terapéutica administrada para um grupo de pacientes

com resultados positivos pode nédo ter o mesmo efeito em outro.

2) Tempo de doenca: A definicdo da CCAE excluiu faléncia respiratoria cronica e nédo

explicitou a definicdo de “agudo”, gerando subjetividade??.

3) Avaliacdo da hipoxemia: A definicdo da CCAE utilizou a relagdo PaO2/FiO2 para
avaliacao da hipoxemia. Porém, ha inconsisténcia da utilizacdo dessa relacédo devido
ao efeito da PEEP e da FiO220282931 Apesar de os valores da relacdo serem
explicitados para diagnosticar LPA (< 300) e SDRA (< 200), é preciso considerar que
os valores desse indice variam consideravelmente de acordo com a FiO2 utilizada,
particularmente em FiO2 < 0,5 e PaO2 > 100 mmHg ou quando a fracdo do shunt
intrapulmonar é baixa.3® Além disso, muitos pacientes que inicialmente preenchem o
critério da CCAE podem apresentar aumento da relacdo PaO2/FiO2 acima de 200
depois da aplicacéo de curto periodo de PEEP ou aumento da FiO2. Adicionalmente,
a hipoxemia pode estar relacionada a presenca de atelectasia, baixo débito cardiaco
e desvio de sangue pelo forame oval pérvio3232, Ndo ha estudos sobre a capacidade
da relacdo PaO2/FiO2 predizer mudancas estruturais da membrana alvéolo-capilar,
uma vez que a SDRA representa a via comum de diversos eventos e doencas?®.
Vérios outros fatores interferem com a relagdo PaO2/FiO2, independentemente de

haver doenca pulmonar. Por exemplo, em uma dada condi¢cdo pulmonar, variando o
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débito cardiaco ou a diferenca arteriovenosa do conteudo de oxigénio, ocorre impor-
tante modificacdo da relagéo3-.

A relacdo PaO2/FiO2 também é influenciada pelo nivel de pressao inspiratoria utilizado
durante a VPM. Por essa razéo, muitos meédicos introduziram o uso da pressdo média
de vias aéreas (Paw) e do indice de oxigenagdo®® (I0), que leva em consideragédo
para seu calculo a Paw. O IO é obtido pela formula 10 = Paw x FiO2 x 100/PaO2. Esse
indice tem sido associado com o progndstico em adultos e criangas por analisar a
oxigenacdo. Em comparacdo com a relagdo PaO2/FiOz, ja foi demonstrado que,
qguando a relacdo permanece baixa, a mortalidade aumenta em adultos e criangas36:3.
Da mesma forma que a definicdo da CCAE, o 10 néo leva em conta a PEEP utilizada,
a complacéncia e os dados radiologicos, e ndo exclui doenca cardiaca.

4) Categoria da LPA: Na definicho da CCAE, todos os pacientes com relacédo
PaO2/FiO2 < 300 séo diagnosticados como tendo LPA. Ha problemas na distincdo de
pacientes com relacdo de 201 a 300, se devem ser classificados como LPA ou SDRA.

5) Exame radiol6gico do térax: Apesar da definicdo da CCAE indicar como critério a
presenca de infiltrados bilaterais no exame radiolégico do térax em posicéo frontal, ha
uma baixa confiabilidade na interpretacdo desse exame, principalmente em criancas
de menor idade, havendo acordo entre intensivistas e radiologistas, ao acaso, em
apenas metade das radiografias.®®3 Além disso, as opacidades pulmonares podem

ser alteradas pela aplicacdo de Paw mais elevada.

6) Presséo capilar pulmonar: Para diferenciar edema pulmonar inflamatoério de edema
pulmonar cardiogénico, a definicao da CCAE requer que a PCP seja < 18 mmHg ou
que nao haja evidéncia clinica de hipertenséo atrial esquerda. E preciso considerar,
no entanto, que aumentos da PCP e a SDRA podem coexistir*®4, sendo que até 50%
dos pacientes com SDRA tém PCP > 18 mmHg por aumentos da pressao intratoracica
ou por sobrecarga de volume 442 e que ha pouca confiabilidade na medida da PCP e

na avaliacdo clinica de hipertenséo atrial esquerda.*?

7) Fatores de risco: Nao foram formalmente incluidos na definicdo da CCAE.
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Definicao do Consenso de Delphi

Como néo houve acordo entre as definicbes desenvolvidas até entdo, Ferguson et
al.,*+% em 2005, desenvolveram outra definicdo clinica de SDRA, utilizando a técnica
Delphi. Nessa definicao, foram incorporadas variaveis adicionais, como nivel da PEEP
(PaO2/FiO2 < 200 com PEEP = 10 cmH20) e uma definigdo precisa do inicio agudo
(dentro de 72 horas), uma avaliacdo subjetiva do envolvimento cardiaco (sem
evidéncia clinica de insuficiéncia cardiaca congestiva) e outra objetiva (PCP < 18
mmHg ou fracdo de ejegcdo = 40%), avaliagdo da complacéncia pulmonar
(complacéncia estética < 50 cmH20 com volume corrente de 8 mL/Kg) e quantificacédo
do critério radiolégico para doenca em dois ou mais quadrantes.

Apesar de, aparentemente, solucionar os problemas apresentados pelas definicoes
anteriores, 0s mesmos investigadores relataram que, embora a Definicdo de Delphi
seja mais especifica que o critério da CCAE, ela € menos sensivel quando achados
de necrépsia de dano alveolar difuso foram escolhidos como padrdo ouro para o
diagnoéstico de SDRA.46

Acuracia das definicdes existentes

Esteban et al.,*” em 2004, realizaram estudo retrospectivo com o objetivo de comparar
achados de necropsia e caracteristicas clinicas de adultos com diagndéstico clinico de
SDRA, e observaram que a acuracia da CCAE foi apenas moderada (sensibilidade de
75% e especificidade de 84%), apresentando comportamento melhor para pacientes
com fatores de risco extrapulmonares. A concordancia entre a CCAE e o Escore de
Murray também foi estudada, sendo demonstrado que a mesma é moderada.*®

Além disso, trés estudos mostraram graus variados de concordancia entre CCAE e o

escore de LPA.46:48:49
As limitacdes podem ser agrupadas quanto a alguns fatores:

Na década de 1970 a ARDS tornou-se cada vez mais reconhecida, mas as causas
hidrostaticas (por exemplo, sobrecarga de volume) eram dificeis de se descartar. O
potencial de confuséo foi tdo grande que as medi¢cOes de pressdo de oclusdo da

artéria pulmonar tornou-se uma forma muito comum de diagnéstico.>®

Esta medida, uma vez realizada na rotina € muito menos frequente com a percep¢ao
de que um valor superior arbitrario com pressées de oclusdo da artéria pulmonar

(POAP) nédo exclui o diagnostico de LPA, e que ha normalmente outros dados clinicos
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e pistas histéricas que permitem um diagnostico bastante seguro de LPA além da
sobrecarga de volume a ser feita. Mesmo quando a PAOP é inferior a 18 mmHg, ndo
se pode estar certo de que o0 edema é o resultado da permeabilidade alterada. Presséo
coloidosmatica reduzida, como observado em estados hipoalbuminémicos, promove

edema na auséncia de alteracdes da permeabilidade>!>2

Disfuncdo pulmonar secundaria para dirigir lesbes ao pulmé&o, por exemplo, por
aspiracdo (SDRA primarios), pode ser diferente a partir de lesdes do pulméao de origem
extra-pulmonar, por exemplo, sepse (SDRA secundaria). Este é um conceito
interessante, e alguns marcadores clinicos que diferenciam os dois foram descritos.
Mas o trabalho ainda esta em andamento para determinar implicacfes para a gestao

do paciente®?

O diagnostico diferencial da SDRA utilizando a definicho AECC é significativamente
ampla e a lista resultante de outros potenciais diagnésticos € limitada a doencas que
parecem semelhantes em relacdo a radiografia de térax e alteracdo de oxigenacao,
mas sdo subagudas ou croénicas, sendo fibrose pulmonar intersticial idiopatica,
carcinoma linfangite, doenca veno-oclusiva pulmonar; ou sado devido ao aumento das
pressfes hidrostatica, sendo estenose mitral, insuficiéncia ventricular esquerda,

sobrecarga de volume intravascular®

Assim, o diagnostico de SDRA de fato pode coexistir com outros diagnosticos mais

especificos, tais como pneumonia pneumocdcica®®.

Ao longo dos 18 anos de prética , a precisdo do diagnéstico da definicdo ARDS pelo
Consenso euro americano tem sido questionada. Em uma série de 138 pacientes com
SARA a definicéo teve especificidaderelativamente baixa em torno de 51 % quando
comparado com os resultados da necrépsia demonstrando dano aleolar difuso, tal
como avaliado por dois patologistas diferentes®. A confiabilidade dos critérios
radiograficos da SARA tem sido demonstrado ser moderado, com variabilidade inter
substancial®®5’. Além disso o critério de hipéxia (PaO2 / FiO2 < 200 mmhg) pode ser
marcadamente afetado por ajuste do ventilador ou do paciente, especialmente o nivel
de PEEP utilizado'. Por fim, a pressdo de oclusdo pode ser de dificil interpretacéo.
Com base nestas preocupacdes, a Sociedade Europeia de Medicina Intensiva com o
aval da American Thoracic Society e da Sociedade de Medicina Intensiva convocou

um painel de especialistas internacionais para rever a definicdo de ARDS!!; o painel
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reuniu-se em 2011, em Berlim, e, portanto a nova definicdo foi proposta e isto para

melhorar a viabilidade, confiabilidade e validade preditiva'?.

Na definicdo de Berlim ndo h4 nemhum uso do termo de Lesdo Pulmonar Aguda
(LPA) pois este termo foi usada de forma inadequada em muitos contextos.

A definicédo de Berlim

Em trabalho iniciado em 2010, varios membros da Sociedade Europeia de Medicina
Intensiva selecionaram outros profissionais da Europa e dos Estados Unidos da
América do Norte com o objetivo de rever a Definicdo de SDRA.%® O painel de
discusséo enfatizou a aplicabilidade, a confiabilidade, a validade (como os médicos
reconhecem a doenca) e a capacidade preditiva (habilidade de predizer a resposta ao
tratamento, o prognostico ou ambos) de uma nova definicdo. Determinou-se, também,
que qualquer revisdo da definicdo devesse ser compativel com a definicdo da CCAE
para facilitar a interpretacédo de estudos prévios. Uma predefinicéo foi estabelecida®®
e empiricamente avaliada, utilizando meta-analise de dados de 4.188 pacientes com
SDRA de quatro diferentes centros e dados fisioldégicos de 269 pacientes com SDRA
de trés centros unicos. A predefinicdo propds trés categorias de SDRA mutuamente

exclusivas, baseando-se no grau de hipoxemia:

SDRA leve (200 mmHg < PaO2/FiO2 < 300 mmHg),
SDRA moderada (100 mmHg < PaO2/FiO2 < 200 mmHg) e
SDRA grave (PaO2/FiO2 < 100 mmHg);

e guatro variaveis auxiliares para a categoria de SDRA grave:
gravidade radioldgica,

Csr (< 40 mL/cmH20),

PEEP (= 10 cm H20) e

volume expirado por minuto corrigido (= 10 L/min).

No teste inicial da proposta, as quatro variaveis auxiliares nao contribuiram para a
validacdo da capacidade preditiva da SDRA grave quanto a mortalidade, e foram,
entdo, removidas dos critérios finais da definicdo. Dessa forma, a definicdo final

passou novamente por discussao e refinamento até ser publicada.
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A literatura foi revisada para identificar estudos que preenchessem o0s seguintes

critérios:

1) grandes estudos prospectivos que envolveram varios centros, incluindo pacientes
consecutivos ou estudos randomizados ou, ainda, estudos prospectivos de um unico
centro com dados radiologicos ou fisiolégicos de pacientes adultos com LPA/SDRA
segundo os critérios da CCAE;

2) estudos para coletar dados necessarios para aplicar tanto o rascunho da

Definicdo de Berlin quanto a Definicdo da CCAE; e

3) os autores desses trabalhos foram convidados a participar e partilhar dados.
Foram utilizadas as seguintes variaveis de analise: mortalidade hospitalar ou
mortalidade com 90 dias; dias livre de VPM ao 28° dia depois do diagndstico de LPA,
duragao da VPM em sobreviventes, utilizada como marcador indireto da gravidade da
lesdo pulmonar; progressao da gravidade da SDRA em sete dias avaliada a partir de
dados longitudinais dos pacientes; radiologicamente, foram diferenciados pacientes
com envolvimento mais extenso (3-4 quadrantes) dagueles com lesdo minima (dois
quadrantes); complacéncia estatica do sistema respiratério calculada como sendo o
volume corrente (em mL) dividido pela presséo de platé (cmH20) subtraido da PEEP
(cmH20); volume expirado por minuto corrigido calculado a partir produto da
ventilagdo minuto pela PaCO: dividido por 40 mmHg®; peso total do pulméao,
calculado por imagens tomogréficas®?; shunt intrapulmonar calculado com relatado

previamente a partir de um local.??

Propostas da Definigcdo de Berlim
Fioretto, JR e Carvalho, WB em 2013 apresenta as principais limitacdes da CCAE e a
adoc¢ao da medida correspondente adotada pelo Consenso de Berlim para superar as

dificuldades. A Definicdo de Berlim esta apresentada na tabela 3.
Tabela 3 — Definicdo e Berlim para sindrome do desconforto respiratério agudo




37

Tabela 4 Definicdo de Berlim para sindrome do desconforto respiratério agudo

Sindrome do desconforto respiratério agudo

Tempo Dentro de uma semana de um evento clinico conhecido, ou novo evento, ou piora dos sintomas
respiratorios

Radiografia de torax® Opacidades bilaterais - nao completamente explicadas por derrames pleurais, colapso lobar ou
pulmenal ou nédulos

QOrigem do edema Insuficiéncia respiratdria ndo totalmente explicada por faléncia cardiaca ou sobrecarga de volume
Mecessidade de avaliacdo objetiva (ecocardiograma) para excluir edema hidrostatico, se nio
houver fator de risco

Oxigenagdo®

Leve 200 mm Hg < Pa0,/Fi0, < 300 mmHg com PEEP ou CPAP > 5 cm H,0°
Moderada 100 mm Hg < Pa0,/F0, < 200 mmHg com PEEP = 5 cm H,0

Grave Pa0,/Fi0, < 100 mmHg com PEEP > 5 cm H,0

CPAP, pressao positiva continua em vias aéreas; Fi0,, fracado inspirada de oxigénio; PaO, pressao arterial parcial de oxigénio; PEEP,
pressao expiratoria final positiva. ) N

* Radiografia ou tomografia de torax.

® Se altitude for maior do gque 1.000 metros, um fator de corregao deve ser utilizado como segue: [PaO,/Fi0, = (pressao
barometrica/760)].

° Pode ser liberado de forma nao invasiva nos casos de sindrome do desconforto respiratorio agudo leve.

Resultados da primeira avaliacdo préatica da Definicdo de Berlim

Os critérios de SDRA leve foram preenchidos por 22% dos pacientes (IC 95%, 21%-
24%), resultados esses comparaveis com o diagnostico de LPA (ndo SDRA) da
definicdo da CCAE. Destes, 50% (IC 95%, 48%-51%) preencheram os critérios de
SDRA moderada e 28% (IC 95%, 27%-30%) SDRA grave. Os estagios leve,
moderado e grave de SDRA associaram-se significantemente com aumento de
mortalidade (27%; IC 95%, 24%-30%; 32%; IC 95%, 29%-34%; e 45%; IC 95% 42%-
48%, respectivamente; p < 0,001).

Comparada a Definicdo da CCAE, a Definicdo de Berlim apresentou melhor validade
preditiva para mortalidade, com area sob a curva de caracteristicas de operacao do
receptor (AUROC) de 0,577 (IC 95%, 0,561-0,593) contra 0,536 (IC 95%, 0,520-0,553;
p < 0,001). Também, a mediana de dias livres da VPM diminuiu significativamente,

comparando-se as classes de SDRA leve, moderada e grave.>®

Limitagcdes da Definicdo de Berlim

Evidentemente, todos os estudos para estabelecer critérios diagnoésticos e definicdo
de uma dada doenca nédo estdo livres de dificuldades inerentes a area biologica.
Assim, também a definicdo ora apresentada tem limitacfes explicitadas pelos proprios

autores,®® quais sejam:

1) A capacidade da Definicdo de Berlim foi estatisticamente superior quando

comparada com a definicdo da CCAE; entretanto, a diferenca foi pequena e
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nao teria significado clinico se a primeira fosse desenhada apenas como instru-

mento clinico de predi¢céo, fato esse que ndo ocorreu.

2) Os resultados ndo podem ser generalizados. No entanto, os autores utilizaram
dados de uma ampla populacdo de pacientes, incluindo ensaios clinicos,
centros académicos e pacientes da comunidade. N&o foram incluidas criancas.

3) Perda de dados: em alguns pacientes ndo foram obtidos dados a respeito da
Csr e da PEEP. Entretanto, esse fato ndo parece ser importante, dada a
robustez dos dados apresentados para sensibilidade das analises que exclui-
ram grupos individuais.

4) Dificuldades na analise das variaveis auxiliares: as varidveis auxiliares nao
identificaram subgrupos de maior risco, pois 0 nimero de quadrantes na
radiografia de térax ndo pode ser avaliado de forma confiavel, e a PEEP nao
foi utilizada de forma a ser fator preditor, da mesma forma que a Csr e o volume
expirado por minuto corrigido ndo foram medidos de forma precisa. No teste da
Definicdo de Berlim, ambos PEEP e Csr foram avaliados da forma como sao
utilizados na pratica, e ndo como elementos pré-especificados.

5) O estudo néo teve objetivo de desenvolver um modelo prognéstico de SDRA.
Também, o entrecruzamento das categorias de SDRA, considerando as
definicdes da CCAE e de Berlim, dificultou a comparacéo. E possivel que o
prognéstico e também a proporcdo relativa de pacientes dentro de cada
categoria de SDRA modifique se a epidemiologia da sindrome evoluir por

mudancas na pratica clinica ou fatores de risco.

Importancia pratica da nova defini¢cao

A importancia da divulgacdo de uma nova definicdo de SDRA justifica-se por si. Ou
seja, partir de experiéncias de aplicacdo das outras definicdes e, consequentemente,
do seu aprimoramento, a nova definicdo explicita outra forma de diagnosticar,
estratificar a gravidade, aplicar as estratégias terapéuticas e de prognosticar com

maior acuidade uma doenca tdo grave quanto a SDRA.

A definicho do Consenso de Berlim apresenta importantes diferencas quando
comparada as definicbes publicadas até o momento, caracteristica esta que traz

consigo aspectos praticos imediatos, destacando-se:
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1) A condicao antes denominada “lesdo pulmonar aguda”, considerada de menor
gravidade e sem importancia clinica, foi excluida e reclassificada como SDRA
leve. O trabalho que aplicou o consenso de Berlim® mostrou um dado
alarmante: quase um quarto dos pacientes, considerando a definicdo anterior,
foi diagnosticado como LPA, e ndo como SDRA leve (relacdo PaO2/FiO2 entre
200 e 300 mmHg). Ressalta-se que a mortalidade no grupo de pacientes com
SDRA leve foi 27%. Certamente, 0s pacientes nesse estagio de gravidade da
doenca devem ser tratados prontamente, seguindo protocolos estabelecidos de
ventilacdo mecanica nado invasiva, ventilagdo mecanica invasiva protetora com
aplicacdo de PEEP e devem merecer atencdo das equipes de salde para o
acompanhamento e intervencao clinica terapéutica mais rigorosa. Destaca-se,
também, que os pacientes com relacdo PaO2/FiOz entre 200 e 300 mmHg ndo
tinham diagndstico estabelecido, SDRA ou LPA;

2) Utilizacdo mais adequada das intervencgdes terapéuticas disponiveis. Assim, a
ventilagdo mecéanica ndo invasiva por pressao positiva esta indicada nos casos
de SDRA leve, assim como a aplicacdo de PEEP baixa a moderada (6 a 9 cm
H20) e ventilagdo mecéanica com volume corrente baixo (5-7 ml//Kg). Nos casos
de SDRA moderada, além dos principios de ventilagdo mecanica protetora, ja
pode ser preciso utilizar PEEP elevada (= 10 cm H20). Na SDRA grave, outras
terapias, algumas coadjuvantes, podem ser introduzidas (ventilacdo oscilatéria
de alta frequéncia, 6xido nitrico inalatorio, posicdo prona, bloqueadores
neuromusculares e membrana de oxigenacao extracorporea);

3) Melhor avaliagdo prognéstica da crianca, possibilitando informar os familiares
e responsaveis uma condicdo mais proxima da realidade, no que se refere a
perspectiva da evolucéo clinica;

4) Outro aspecto importante para a pratica de pesquisadores é que estudos
futuros devem, necessariamente, agrupar 0s pacientes segundo a nova
classificacdo da sindrome para, com isso, obter dados comparaveis entre si.
Os pediatras que atuam na area de pesquisa clinica ou pesquisa basica

precisam validar os novos dados em criangas com a maxima brevidade.

1.2. Definicdo
A Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA) € o termo utilizado para

definir a insuficiéncia respiratdria decorrente da resposta inflamatoria que evolui com
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alteracdo da permeabilidade alvéolo-capilar, acompanhada de hipdxia refrataria aos
altos fluxos de oxigénio e edema pulmonar (1, 2). Evidéncias especificas decorrentes
ao insulto primario, podem determinar que diferentes causas de SDRA irdo resultar
em uma patologia parcialmente uniforme. Desta maneira, duas formas de SDRA tém

sido descritas:

« SDRA com efeitos diretos nas células epiteliais pulmonares;
« SDRA refletindo um envolvimento pulmonar secundario para uma resposta
inflamatéria sistémica apresentando, como centro da injaria, a célula endotelial

pulmonar (1, 3).

A definicdo padrao de SDRA que tem sido usado na maioria dos ensaios clinicos,
bem como para a investigacdo clinica observado ao longo dos ultimos 15 anos foi
recomendada pela Conferéncia do Consenso Europeu em 1994 (3). Esta definicdo
identifica pacientes com SDRA como aqueles que tém infiltrado pulmonar bilateral
com hipoxemia arterial, utilizando a concentracdo de oxigénio no sangue arterial
dividido pela fracdo de oxigénio inspirada (isto €, uma propor¢cdo de menos de
300/FiO2Pa0y2). Se relacdo PaO2/FiO2 do paciente for inferior a 200, um diagndstico
de SDRA pode ser bem aceito. A hipoxemia arterial é causada por acumulo de liquido
e edema nos espacos aéreos distais do pulmao, resultando em defeitos de troca

gasosa do sangue.

Dessa forma, tem sido reconhecido que as respostas a SDRA intra e extrapulmonar
apresentam determinadas particularidades e a relacdo entre a inflamacao local e a
inflamacé@o subseqiente ainda é pouco conhecida. A mediacdo destas respostas
ocorre por agentes agressores, que induzem a uma producdo de mediadores pro-

inflamatorios teciduais, resultando em uma crescente inflamacéo (1, 3).

1.3. Etiologia

A probabilidade de um paciente desenvolver a sindrome aumenta a medida que
um ou mais fatores de risco estdo presentes. Por esta razdo, é de fundamental
importancia identificar o risco de desenvolver a sindrome pois, quanto mais
precocemente se intervém na causa basica, melhor sera o prognéstico. Os fatores de
risco mais comumente relacionados a SDRA podem se dividir em lesdo direta ou lesao

indireta, sendo:
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Les&o Direta:

* Aspiracao

* Infec¢ao pulmonar, difusa (bacteriana, viral, pneumocysti)
» Afogamento

* Inalacao toxica

» Contuséao pulmonar

* Embolia gordurosa

* Toxicidade pelo oxigénio

Lesao Indireta:

* Sindrome séptica

* Politraumatizado

* Politransfuséo

* Choque

* Grandes queimaduras

* Pancreatite

* “By-pass” cardiopulmonar

* Intoxicacéo exdgena

» Coagulacgéo intravascular, disseminada

» Excesso de fluido

1.4. Patologia

Os achados patoldgicos caracteristicos nos pulmdes de pacientes com SDRA
foram melhor descrito em um estudo classico em 1977, que incluiu detalhes ultra-
estruturais em diferentes pontos de tempo nas fases aguda e subaguda e as fases

cronicas.(4)

A andlise histolégica e ultra-estrutural do pulméo lesado tem sido parte
integrante de conceitos atuais da patogénese da sindrome do desconforto respiratdrio
agudo. Em SDRA secundaria a sepse Gram-negativas pode demonstrar
caracteristicas-chave do dano alveolar difuso, incluindo membranas hialinas,
inflamacéo, células vermelhas intra-alveolares e neutrofilos, e espessamento da

membrana alveolo-capilar.
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Patogénese

A patogénese de SDRA pode ser melhor compreendida, concentrando-se em:

» Os fatores que séo responsaveis pela acumulacdodo edema pulmonar rico em
proteina e neutrofilos no intersticio pulmonar e nos espacos aéreos distais dos
pulmdes

+ Os mecanismos que prejudicam a remoc¢ao de fluido do edema pulmonar e
células inflamatorias do pulm&o. O fluido de edema rico em proteinas na SDRA
estd associado com um grande nuamero de neutrofilos; mondcitos; células
epiteliais desnudadas e marcadores pro-inflamatorios incluindo citocinas,

proteases, oxidantes e fatores pro-coagulantes.

1.5. Fisiopatologia
Em um estudo realizado (5, 6) foram demonstradas algumas caracteristicas da

sua ultra estrutura em diferentes fases da doenca como aguda, subaguda e crénica).

Essas trés fases variam de acordo com o tempo e a sua evolucdo. A fase exsudativa
apresenta edema e hemorragia, a fase proliferativa com organizagéo e reparacao e
por ultimo a fase de fibrose (7). No entanto, alguns estudos demonstram que a fibrose

pode ocorrer precocemente, logo no inicio da doenca (8).

A fase aguda ou também denominada exsudativa tem sua evolucdo em 1 a 6 dias.
Nela ocorre um edema intersticial e alveolar com a presenca de Polimorfonucleados
(PMN) e hemacias no interior dos alvéolos podendo ocorrer uma lesao do endotélio
vascular periférico ou dos pneumdcitos tipo | (epitélio alveolar), caracterizando uma

fase com a presenga de uma membrana hialina (8, 9).

Com relacao a fase subaguda ou também denominada proliferativa que ocorre entre
7 a 14 dias o edema € inicialmente reabsorvido, evidenciando uma tentativa de reparo
com a proliferacé@o das fibras colagenas do tipo Il com uma infiltracdo de fibroblastos

e colagenos (10).

A fase crbnica é o estagio em que o tecido se encontra em fibrose. Ocorre apés duas
semanas, evidenciando a remissdo de infiltrados neutrofilicos agudo com maior
namero de células mononucleares e macrofagos alveolares (que reparardo o epitélio
alveolar), retomando a origem fisiolégica do tecido. Pode também ocorrer a remisséo

do edema e inflamacéo aguda, ndo havendo a fibrose (10).
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Na SDRA podemos observar algumas peculiaridades acumuladas no exsudato
levando ao edema neutrofilico no intersticio pulmonar e também no espaco aéreo
distal. A barreira das células do endotélio pulmonar entre 0 sangue e 0 espaco
extrapulmonar respondem pela sintese de determinadas secrec¢des que contribuirdo
para hemostasia deste tecido. Dentre essas funcdes neste ciclo estdo as propriedades
pro—coagulantes, antiplaquetarias, anticoagulantes, fibrinoliticas e metabdlicas que
vao regular o tdénus vascular no fluxo sanguineo e a resposta inflamatéria e

imunologica (10).

Dentre as caracteristicas que promovem o aparecimento da SDRA é importante
observar também o endotélio vascular pulmonar e o epitélio alveolar, pois 0 aumento
da permeabilidade vascular ocorre na microcirculagdo acumulando exsudatos no

interior do alvéolo, culminando em uma inflamagéo aguda.(10)

Em muitos modelos experimentais a lesdo pulmonar é gerada pela degranulacdo do
neutréfilo acumulado e ativado nas regides microvasculares do pulmao levando a
liberacdo de mediadores toxicos como: proteases, espécies reativas de oxigénio,
citocinas proé-inflamatdrias e moléculas pré-coagulantes que vao resultar no aumento
da permeabilidade vascular e perda funcional na barreira endotelial. (11) Atualmente,
demonstrou-se que as plaquetas podem desenvolver uma acdo sinérgica com 0s
neutroéfilos causando lesao do endotélio e interagem diretamente com os neutroéfilos e

monaocitos que vao estimular a producédo de citocinas pré-inflamatérias.

Ainda ndo se sabe como se manifesta a via mediadora da interacéo entre plaguetas
e neutrdéfilos na leséo pulmonar aguda. No entanto ha um recrutamento de neutrofilos
que vai agir na interacdo do endotélio que se chama adesao por rolamento. (8)
Provavelmente quando ocorre a deteccao do lipopolissacarideo no sangue vai ocorrer
uma ligacdo plaguetaria com os neutrofilos, ativando o endotélio que estimula a

captura das bactérias. (13)

Posto isso observou -se que alguns mediadores inflamatérios atuam no endotélio
pulmonar resultando no aumento da acdo das citocinas e também no aumento da

adesao dos leucocitos na membrana celular.

O alvéolo é a estrutura mais envolvida na Sindrome da Angustia Respiratoria Aguda
em que ocorre a entrada de agua e solutos pelo surfactante cuja atividade é o

resultado da interacdo fisico-quimica entre as moléculas de agua e ar presentes no
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interior dos alvéolos, resultando em uma forca de intensidade variavel, chamada de
tensao superficial que varia de acordo com o diametro alveolar. Assim, com a redugéo
do diametro observada no final da expiracéo, esta forca aumenta de grandeza e tende
a causar o colabamento alveolar. Desta forma, a tensédo superficial do interior do
alvéolo exerce grande influéncia sobre a mecanica pulmonar. A principal funcéo do
filme de surfactante (pneumdcito tipo Il), que se situa entre as camadas de agua e o
ar no interior do alvéolo, é a reducéo da tenséo superficial no final da expiragdo, a fim
de se evitar o colabamento alveolar. Através deste mecanismo, o filme de surfactante
também modifica o balanco de liquidos entre o espaco vascular, o intersticio e o

interior do alvéolo (13).

A leséo do endotélio vascular pulmonar na SDRA atua para o desenvolvimento do
edema exsudativo e tudo indica que a presenca dos neutrofilos e seus produtos € o
mecanismo responsavel pela lesdo epitelial. Os neutrofilos atravessam o epitélio
alveolar por quimiotaxia e ndo altera sua permeabilidade do tecido, porém pode haver

um quadro infeccioso ocorrendo esta migragao.

A migracdo dos neutrofilos pode ocorrer em trés estagios: adesdo, migracdo e pos
migracao. Essa ativacdo neutrofilica pela exposicao de citocinas promove um estimulo

inflamatoério havendo um efeito lesivo.

A adesdo dos neutréfilos ocorre na superficie do epitélio através das integrinas beta 2
gue sdo uma super-familia de glicoproteinas envolvidas principalmente na fixacdo de
células a matriz extracelular, apesar de alguns também estarem envolvidos na juncéo
célula-célula. Eles estdo presentes na superficie da célula em altas
concentracfdes.Quando os neutréfilos atravessam o epitélio eles aderem ao espaco
aéreo e se alojam na superficie apical das células, onde fagocitam e matam as
bactérias (10).

Normalmente quando os neutréfilos atravessam as juncdes intercelulares elas se
fecham mantendo a barreira epitelial e o espaco aéreo livres de liquido e quando ha
algum estado patolégico um grande numero de neutrdéfilos lesa o epitélio através de
moléculas téxicas que induzem a dissolucdo das juncdes intercelulares além de
causarem necrose das células alveolares tipo | e 1l (10). Sabe-se que as células tipo |
sdo bem vulneraveis as lesdes, porém as do tipo Il sdo resistentes e podem funcionar

como progenitoras para regeneracdo do epitélio apos a lesao (1).
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Dentre as células  toxicas envolvidas nesse processo, temos:
- as proteases como a elastase e colagenase que estao relacionadas a agressao da
membrana celular,
-espécies reativas de oxigénio que alteram a estrutura secundaria de proteinas e
liquidos na membrana celular, levando a lesdo tecidual,
- peptideos catibnicos como as defensinas que provocam a abertura de poros entre
as células (12).

Sem duvida alguma a lesdo alveolar difusa é o principal fator dos pacientes com
SDRA, independente da leséo intrapulmonar, como as pneumonias ou aspiracdes

gastricas ou extra-pulmonar como sepsis ou traumas (14).

A barreira alveolar normal é composta de trés diferentes estruturas: o endotélio
capilar, o espaco intersticial, incluindo a membrana basal e a matriz extracelular, e o
epitélio alveolar. O epitélio alveolar consiste de células alveolares tipos | e Il. A
superficie de células tipo | engloba cerca de 90 % da area alveolar. As células
cubdides alveolares tipo Il sdo células multifuncionais. Elas produzem surfactante que
sdo importantes para ativar clearence do liquido alveolar e representam as células

progenitoras que regeneram o epitélio alveolar apds a injuria (1)

Em estudos histolégicos de tecidos pulmonares provenientes de pacientes com
SDRA, a primeira leséo aparece como edema intersticial seguido por leséo severa do
epitélio alveolar. O epitélio alveolar usualmente exibe extensiva necrose das células
alveolares tipo | deixando uma eroséo, porém, mantendo a membrana basal recoberta
com membranas hialinas. A célula epitelial tipo | € altamente vulneravel a lesées,
entretanto, a tipo Il € a célula mais resistente e pode funcionar como progenitora

celular para regeneracédo do epitélio apds a lesao.

A interleucina 8 (IL-8) é um forte fator quimiotatico para neutréfilos nos pulmdes e altas
concentracOes desta citocina e tem sido observada nos pacientes com SDRA. Nos
fluidos broncoalveolares, os niveis de IL- 8 sdo significantemente mais altos em
pacientes que desenvolveram SDRA que aqueles que ndo desenvolveram, podendo
também ser utilizado como um fator prognostico para a doencga (15).

Estudos experimentais demonstram que em modelos de sepsis, a cascata de citocinas
consiste em TNF-q, IL-1 B, IL-6, IL-1ra, STNF-R e IL-10 (16). As duas primeiras

citocinas da cascata sdo TNF-a e a IL-1B, sendo produzidas localmente. Essas
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citocinas sao usualmente referidas como pro-inflamatdérias e tanto o TNF-a como a IL-
1B, estimulam a producéo de IL-6 e ambas (IL-1p e IL-6) podem apresentar papel
tanto pro-inflamatério como antiinflamatério. O TNF-a tem sido reportado como um
importante modulador na injuria pulmonar aguda (17). Estudos experimentais tém
sugerido que os niveis plasmaticos de TNF-a aumentam durante a injuria pulmonar e,
bloguear seus efeitos biologicos, através de anticorpos, induz a uma diminui¢cdo da
severidade da lesdo. Além disso, inje¢des intra-venosas de TNF-a induzem a injUria
pulmonar aguda com sequestro de neutrofilos e aumento da permeabilidade

microvascular (17,18).

Apoés o inicio da lesao inicial, a producdo de citocinas pelo parénquima pulmonar
aumenta significativamente e séo liberadas pelos macréfagos ativados via p38 MAPK
(17).

A perda da integridade do epitélio alveolar gera consequéncias funcionais e
patologicas severas, como o influxo de proteinas e edema para o espago aéreo com
deposicdo de membrana hialina na membrana basal lesada, hiperplasia da célula
alveolar tipo Il tipica da fase proliferativa da SDRA, células alveolares tipo Il migrando
e iniciando a proliferagdo ao longo do septo alveolar na tentativa de recobrir a
membrana basal lesada e restabelecer a continuidade do epitélio alveolar. Dentro da
parede alveolar, fibroblastos proliferam e migram para a membrana basal através do
exsudato fibroso intra-alveolar. Se o exsudato fibroso pode resolver esse processo
lesivo, a restauracdo da arquitetura normal do pulmdo pode ser alcancada.
Entretanto, se a célula alveolar tipo Il migrar sobre a superficie da organizacdo
tecidual granular, ocorre uma transformacéo de exsudato intra-alveolar para tecido

intersticial, e a fibrose intersticial do pulméao pode se desenvolver (1).

A inflamacao sistémica esta associada com a ativacdo da coagulacdo e o sistema
fibrinolitico. (19). O maior iniciador da cascata de coagulacéo é o tissue factor (TF),
sendo o receptor e cofator para o fator de coagulacao VIl no plasma. O TF é induzido
por mediadores inflamatorios como a IL- 6, IL-8, e MCP1 (19), onde normalmente o
TF é expresso em células em contato direto com o sangue, mas pode ser expresso
em células intravasculares principalmente monécitos e células endoteliais quando
estimulados especialmente por estimulos inflamatorios incluindo o lipopolisacaridios
Escherichia coli (LPS). Quando aumentado, o TF pode ser o responsavel pelas

manifestacdes trombaoticas em varios estados inflamatérios (19)
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Na imagem observamos a dinamica fisiolégica do alvéolo ao lado esquerdo e o
alvéolo lesado no lado direto da pagina. O processo inflamatério apés instalacao do
fator predisponente, circulacéo extracorporea prolongada ou por reacdo a
administracéo de produtos sanguineos ocorrerd a liberacdo dos fatores mediadores
da inflamacéo e a consequente alteracdo da permeabilidade da membrana
alveolocapilar.
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Precocemente, grande afluxo de neutréfilos para o territério pulmonar e uma série de
reacoes:

a) Liberacéo de proteases (colagenase e elastase) relacionadas diretamente com a
agressao a membrana celular.

b) Liberacdo de radicais superéxidos pelos polimorfonucleares, que alteram a
estrutura secundaria de proteinas e lipides da membrana celular, levando a leséo
tecidual.

c) A cicloxigenase e a lipoxigenase (liberadas pelos préprios neutréfilos) na
presenca de acidos graxos livres resultantes da lesdo das membranas produzem
prostaglandinas e leucotrienos. Estes geram vasoconstricdo e broncoconstricdo. Os
leucotrienos possuem também efeito quimiotatico para neutrdfilos (LTB-4) e alteram
a permeabilidade da membrana alveolocapilar.

d) Os neutréfilos recrutados ao parénquima pulmonar séo ativados e agregam-se a
membrana do endotélio. Essa interacdo entre neutrdfilo e membrana endotelial é
fundamental para criar um ambiente em que radicais superdxidos e proteases,
liberados pelo neutréfilo ativado, possam agir sem sofrer mediacao por agentes
normalmente presentes na corrente sanguinea. Essa interacao é feita por moléculas
de adesdo, as selectinas, que sdo expressas na membrana, tanto no proprio
neutrdfilo (L-selectina) como na célula endotelial (E-selectina e P-selectina). A
expressdo das moléculas de adesao ocorre em resposta a um estimulo por
citoquinas (como, por exemplo, fator de necrose tecidual), e facilita a agregacéo dos
polimorfonucleares. Essa interacao é feita por moléculas de adeséo, as selectinas,
que sdo expressas ha membrana tanto do proprio neutrdfilo (L-selectina) como na
célula endotelial (E-selectina, P-selectina), em resposta ao estimulo por citoquinas
(como, por exemplo, fator de necrose tumoral) ou mediadores da inflamacao (como
lipopolissacarides bacterianos — LPS). Além das selectinas, a familia das integrinas
tem papel importante nesse mecanismo de adesdo dos neutrofilos. Uma vez
ativadas por mediadores como o fator de necrose tumoral (TNF), passam a
expressar receptores de superficie CD11/CD18, que reconhecem as moléculas de
adesao intercelulares ICAM-1 e ICAM-2 expressas na superficie do endotélio. Essa
interac&o protéica torna ainda mais forte a adesao, permitindo que a reacéo
inflamatoria prossiga localmente.

e) Os neutrdfilos ativados liberam citoquinas como o fator de necrose tumoral e as
interleucinas, principalmente IL-1, IL-4, IL-6 e IL-8, que tém papel determinante no
desenvolvimento da SARA. Em resposta a esses mediadores, verifica-se aumento
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da atividade pré-coagulante, com deposicao de fibrina, aumento da degradacao e
liberacdo de produtos de degradacéo da fibrina e dimero D. Esses fenbmenos
ocorrem em toda a area lesada, mas principalmente no lado alveolar da

barreira, contribuindo para a formacédo da membrana hialina, que é a marca
histoldgica da sindrome.

f) A presenca de fibrina contribui para a inativacdo do surfactante. Serve de matriz e
estimulo para a proliferacao e a ativacao de fibroblastos, responsaveis pela fibrose e
pela reparacéo do tecido alveolar. Produtos de degradacéao da fibrina podem
aumentar a permeabilidade vascular e a vasoconstricdo, uma associacao que
favorece a formacao de edema. Niveis elevados de dimero D e de atividade pro-
coagulante no lavado broncoalveolar de pacientes de risco sdo marcadores do
desenvolvimento da sindrome.

A ocorréncia da sindrome em individuos depletados de neutréfilos mostra que, além
do neutrdfilo, dois efeitos tém papel destacado em seu desenvolvimento: os
macréfagos e as plaquetas.

Os macrofagos, células residentes no territério pulmonar, contam com um arsenal
lesivo semelhante ao dos neutréfilos e produzem grande quantidade de fator de
necrose tumoral. Essa citoquina € capaz de desencadear todo o processo da SARA.

As plaquetas, por sua vez, por meio de sua agregacgao intravascular e consequiente
formacao de microtrombos, levam ao desequilibrio na relacao V/Q, que piora pela
vasoconstricdo secundaria a liberacéo de prostaglandinas e serotonina. As
plaguetas também estao envolvidas no processo de reparacdo que se segue a lesao
do parénquima pulmonar, ja que liberam grandes quantidades de PGDF, potente
estimulante mitogénico para os fibroblastos.

Recentemente demonstrou-se a importancia de um novo mediador da inflamagéo: o
oxido nitrico. Liberado por endotélio, neutréfilos, macréfagos e plaquetas, participa
diretamente da alteracdo da permeabilidade da membrana alveolocapilar.

Numa fase mais avancada, ha uma certa organizagéo do processo, com proliferacao
de fibroblastos e deposicédo de colageno, culminando com o estabelecimento de
fibrose. A fibrose pulmonar depende ndo somente da presenca de mitdgenos, como
o PGDF, como também de uma matriz apropriada, que resulta da coagulagéo intra-
alveolar da fibrina extravasada do plasma, em funcéo da alteracdo da
permeabilidade da membrana alveolocapilar.
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A superficie epitelial dos alvéolos apresenta intensa atividade anticoagulante
determinada pela presenca de ativadores do plasminogénio. A perda desses
ativadores é um dos eventos iniciais na SARA.

A surfactante sofre interferéncia em sua acéo pelos produtos de degradacéo da
fibrina e tem sua producéao alterada, por causa do comprometimento dos
pneumacitos do tipo Il.

Essas alteracdes causam anormalidades na funcdo pulmonar. Ha diminuicao da
complacéncia pulmonar e estabelecimento de insuf iciéncia respiratéria e
hipoxémica secundaria a alteracdes na relacao ventilacdo-perfusao, e ao
estabelecimento de “shunt” venoarterial pulmonar secundario ao colapso alveolar. O
broncospasmo, se presente, contribuird para a intensificacdo dessas alteracdes

1.6. SDRA e mediadores inflamatoérios

Alguns tecidos severamente lesados sdo reconhecidos como produtores de
uma resposta inflamatéria local e sistémica. Essa resposta inflamatéria acarreta em
grande risco de faléncia organica como tem sido visto na SDRA (20, 21). Alguns
mecanismos fisiopatolégicos tém sido propostos como responsaveis pela injlria
pulmonar aguda e remota perpetuacao sistémica apés a injuria local, como a liberagéo
de mediadores pro-inflamatorios, atracdo e ativacdo de células polimorfonucleares
(PMN), principalmente neutréfilos, bem como uma potencial ativacdo de uma
sinalizagao inflamatoria simpética (22).

A Fosfolipase Az (PLA2) tem sido investigada por muitos autores. Ela é ativada pela
tripsina no duodeno removendo acidos graxos dos lipideos. Fisiologicamente, a
superficie alveolar € recoberta por surfactante que previne colapso alveolar mantendo
a tenséo superficial. Um dos mais importantes componentes do surfactante pulmonar
é o fosfolipideo dipalmitoi-1-fosfatildicolina que € um perfeito substrato para a PLA..
Sendo assim, pode-se sugerir que a destruicdo do surfactante que ocorre na SDRA
pode estar sendo mediada pela acdo da PLA2 A reacdo basica da insuficiéncia
pulmonar e SDRA é a destrui¢cdo do surfactante (10).

Inimeras citocinas pro-inflamatoérias (TNF-q, IL-18, IL-6 e IL-8, etc) também tém sido
descritas como importantes no processo fisiopatoldgico da SDRA (23), por exemplo,

a IL-8 que é uma potente citocina responsavel pelo recrutamento de neutréfilos e esta
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aumentada na SDRA tanto no LBA guanto na circulacéo sistémica (23). Além disso,
0s niveis de IL-8 também estdo associados com os niveis de gravidade da SDRA além
de se correlacionarem com a taxa de mortalidade provocada pela SDRA (23, 24). A
IL-1 também desempenha papel fundamental na fisiopatologia da SDRA, uma vez que
a auséncia da producéo de IL-1 através do silenciamento do gene para IL-1 ou mesmo
através do bloqueio farmacologico da IL-1 resultou na completa inibicdo da neutrofilia
(25). Outra citocina que apresenta papel fundamental na fisiopatologia da SDRA é a
IL-6 (26, 27). Niveis aumentados de IL-6 estéo correlacionados com pobre progndstico
de pacientes com SDRA (28), além de apresentarem-se aumentados também em
modelos experimentais de SDRA, contribuindo para a perpetuacdo da inflamacgéo e
também agindo como um adjuvante pro-coagulante (29, 30).

1.7. Inibidores de Leucotrienos Cys

Na década de 40, a substancia de reacdo lenta da anafilaxia (SRS-A) foi
descoberta, mas somente no final dos anos 70 é que os investigadores concluiram
que ela é constituida por trés compostos relacionados, que foram denominados
leucotrienos. O termo leucotrieno (LT) foi proposto porque a sua sintese ocorre nos
leucdcitos e sua estrutura quimica apresenta trés ligacdes alternadas (trieno) de um
total de quatro ligacGes duplas (dai o niumero 4, por exemplo, LTD4). Diferentes do
LTB4, os leucotrienos C4, D4 € E4 contém 0 aminoacido cisteina em sua molécula e,
por isto, eles sdo chamados de cisteinil -leucotrienos.
Os leucotrienos sao derivados do metabolismo oxidativo do acido araquidbnico das
membranas perinucleares. Diferente da histamina, que é sintetizada e armazenada
em granulos que sao rapidamente liberados quando a célula € ativada, os leucotrienos
sdo sintetizados ap0s a ativacao celular e entdo liberados. Grandes quantidades de
cisteinil-leucotrienos sdo sintetizadas por mastocitos e eosindfilos, células
comprometidas com a patogénese da asma (2).
Os leucotrienos atuam ligando e ativando receptores especificos da superficie das
células-alvo. Até o momento ja foram identificados trés tipos de receptores em
pulmdes humanos: um receptor para LTB4 e dois receptores para cisteinil-leucotrienos
(receptores CysLt: e CysLty). Em seres humanos, o principal receptor para cisteinil--
leucotrienos é o CysLti. Os receptores CysLt> sdo intermediarios da contracéo
vascular da musculatura lisa pulmonar.
Pesquisas tém demonstrado que os LTC4 e LTD4 s&o praticamente equipotentes, com

a acéo de broncoconstricdo aproximadamente 1000 vezes mais intensa que a da
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histamina, estando entre os broncoconstritores mais potentes ja conhecidos. A acao
dos leucotrienos inicia-se mais lentamente que a da histamina, mas a sua duracgéo é
muito maior que a induzida por ela. O LTE4 € dez vezes menos potente que 0s LTC4
e LTDa. Testes de provocacao com alérgeno inalado tém sido associados ao aumento
de LTE4 urinério durante a fase imediata, mas ndo na fase tardia da asma. O volume
de LTEs4 na urina correlaciona-se com a magnitude da queda de VEF:1 apos a
provocacdo com alérgeno.

Além da acgéo broncoconstritora, os cisteinil leucotrienos sdo potentes mediadores
pré-inflamatorios (1).

A inibicdo dos receptores de leucotrienos cys resulta em diminuicdo da inflamagéo
das vias aéreas na asma (31). Evidéncias recentes sugerem que o TFA melhora a
inflamacédo alérgica das vias aéreas, tanto em modelos experimentais quanto em
humanos (31, 32)?433, Um dado preliminar aponta que o TFA diminui os niveis de
leucotrieno B4 (LTB4) no fluido broncoalveolar de camundongos em modelo
experimental de asma.

Portanto, ha a hipétese de que os efeitos antiinflamatérios do TFA em modelo
experimental de asma possa ser mediado pela inibicdo da producéo de leucotrienos
através da inibicao da 5-lipoxygenase (5-LO) ou LTCa sintase, ou ainda pela inibi¢cao
da expresséao dos receptores de leucotrienos receptor BLT1, receptor BLT2, receptor
cysLT1 e receptor cysLT2. Além disso, existem evidéncias na literatura de que 0s
inibidores de leucotrienos previnem a diminuicéo da sintese de IL-10 ocorrida na asma
(3) enquanto que um outro estudo demonstra que a IL-10 inibe a ativacao celular na
asma via inibicdo dos leucotrienos (34). Existem ainda inimeros estudos
demonstrando que a IL-10 apresenta importantes efeitos antiinflamatérios na asma
(35, 36). Estudos tém demonstrado que os efeitos do TFA na asma podem ser

mediados pelos aumentos na sintese de IL-10 induzida pelo exercicio (34).

2. Objetivos

Avaliar os efeitos do inibidor de leucotrienos (MK0476) associado a inflamacéo
pulmonar e sistémica em um modelo de sindrome do desconforto respiratorio agudo

(SDRA) induzida por LPS em camundongos.
3. Materiais e Métodos
3.1. Animais

Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade Nove de Julho,

em condi¢cdes controladas de umidade (50%-60%), luminosidade (12h claro/12h
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escuro) e temperatura (22°C-25°C). Utilizou-se 35 Camundongos C57BI/6, machos,
com 8 semanas de idade, pesando aproximadamente 20 gramas, 0s quais foram
distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais (n = 7 animais em

cada grupo).

3.1.1 Grupos experimentais

1- Controle 24 horas: 7 animais (eutanasia).

2- Controle 48 horas: 7 animais (eutanasia).

3- LPS 24 horas: 7 animais [eutandsia 24 horas apds a administracao intra-traqueal
10 pg (microgramas) de LPS].

4- LPS 48 horas: 7 animais [eutanasia 48 horas ap6s a administracdo intra-traqueal

de 10 pg (microgramas) de LPS].
3.1.2 Manuseio dos Camundongos

Para realizarmos a coleta os animais que estavam acondicionados nas gaiolas foram
pegos de acordo com as técnicas adequadas como vemos nas figuras abaixo: com
empunhadura em regido cervical e pela cauda e acomodando na palma da méao (
Fig.1), para receber anestesia com Quetamina e Xilazina ( Ketamina: 01 a 1,5
microlitros de ketamina por grama de peso Xilazina: 0,5 microlitros de xilazina por

grama de peso) ( Fig.2)

Fig. 1 Chorilli,M; Michelin,DC; Salgado,HRN.

Em posicéo na placa de parafina em decubito
dorsal para a realizacéo da incisdo em regiao
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Fig. 2 Chorilli,M; Michelin,DC; Salgado,HRN.

O sangue coletado foi armazenado em eppendorf e utilizado para contagem total de
células em Camara de Neubauer, o restante foi centrifugado a 3000 RPM a 4°C

durante 10 min.

O soro em suspensao foi armazenado em tubo eppendorf a -70°C para analise dos
niveis de citocinas por ELISA.

Feito traqueostomia e com gelco n° 14 com PSB ( solugéo salina, contendo cloreto
de sddio, fosfato de sédio e, em algumas formulacdes, cloreto de potassio e fosfato
de potassio ) .colhido 3 frascos com 50 microlitros deste lavado e por meio de

gavagem como mostra a figura ( Fig.3) introduzido o MK 0476 1 mg/Kg de peso .

PSB possui muitas aplicacfes, pois € isotbnico (tem a mesma pressdo osmdtica) e
nao € toxico em relacéo as células. Ele pode também ser utilizado para diluir diferentes
substancias, ou como uma solucdo para limpeza celular. Para garantir uma
prolongada armazenagem a seco, de biomoléculas imobilizadas, tais como proteinas,
proteinas enzimaticas etc., o PBS é usado como um diluente biomolecular, ja que
pode manter agua em torno das biomoléculas imobilizadas em uma superficie sélida.
Este fino filme de agua formado, previne a desnaturacdo das biomoléculas ou
mudancas conformacionais. Tampdes carbonato podem ser também usados com a

mesma finalidade, mas com menos eficacia. O PBS puro pode ser usado como um


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cloreto_de_s%C3%B3dio
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https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfato_de_s%C3%B3dio&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cloreto_de_pot%C3%A1ssio
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfato_de_pot%C3%A1ssio&action=edit&redlink=1
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espectro de referéncia, quando é determinada a absorcdo de proteinas por

elipsometria.

O uso de aditivos pode modificar a funcionalidade de um tampao PBS. Por exemplo,
o PBS com EDTA é usado para desalojar células que estejam aderidas ou agregadas
em determinados sistemas. metais divalentes, como, por exemplo, o zinco, néo
podem ser adicionados em misturas contendo PBS, pois ocorrem precipitacdes. Neste

caso, € possivel utilizar-se outros tipos de sistemas tampao.(35)

Fig. 3 Chorilli,M; Michelin,DC; Salgado,HRN.

5- (MK - 0476) + LPS 48 horas: 7 animais [eutanasia 48 horas ap0s a administracao
intra-traqueal 10 pg (microgramas) de LPS e 24 horas ap06s a administracdo de MK
0476 (1mg/kg)].

Na pratica administrou-se o LPS, seguidas 24 horas administrou-se o MK 0476 e a

eutanasia ocorreu 24 horas apés o MK 0476.

3.2. Modelo de SDRA intrapulmonar usando Lipopolissacarideo
(LPS)

Os animais do grupo IT (Intratraqueal) e IT + MK receberam LPS + solucao
salina 0,9% (10 pg/mouse) uma unica vez com o auxilio de uma micropipeta 20 pl,
sendo que os animais foram anestesiados com Quetamina e Xilazina para este
procedimento.

3.3. Coleta de Sangue
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24 horas ap0s administracdo de LPS e LPS e MK 0476 os animais foram
anestesiados com Quetamina e Xilasina sendo realizada uma incisdo na regiao
abdominal e através da veia cava inferior coletado entre 0,5 ml e 1,0 ml de sangue. O
sangue coletado foi armazenado em eppendorf e utilizado para contagem total de
células em Camara de Neubauer, o restante foi centrifugado a 3000 RPM a 4°C
durante 10 min. O soro suspendido foi armazenado em tubo eppendorf a -70°C para
andlise dos niveis de citocinas por ELISA.

3.4. Avaliacdo da inflamacao pulmonar no lavado bronco
alveolar (LBA)

Apés coleta de sangue foi realizado uma traqueostomia, os animais foram
canulados e os pulmdes fluidos com 3 x 50 ul de PBS. O volume do fluido recuperado
foi centrifugado (1000 rpm, durante 10 minutos) a 05°C e o sobrenadante coletado e
armazenado a -70° C para andlise das citocinas por meio de ELISA. O botdo de
células foi ressuspendido em 1 ml de soro fisiologico estéril (NaCl 0,9%) e utilizado
para avaliacdo do numero de células total e diferencial. Dez microlitros foram
utilizados para contagem do namero total de células com auxilio de uma camara de
neubauer. Cem microlitros foram utilizados para contagem diferencial apos
centrifugacgdo (06 min, 450 rpm) (modelo Cytospin-2, Shandon Instruments Sewickley,
PA) e coloragdo das laminas com May-Grun-wald-Giemsa. Foram contadas 300

células por lamina (37).

3.5. Avaliagcdo dos niveis de citocinas no lavado bronco

alveolar (LBA) e no soro por ELISA
Os niveis de IL-1B, IL-6, KC/CXCL1, IL-10, TNF-a e IFN-y no LBA e soro foram
avaliados através dos kits da Biolegends e da R&D Systems conforme instrucao das

empresas.

3.6. Histologia - Andlise da Densidade de Neutrofilos no Parénquima

Pulmonar

ApoOs a coleta do sangue e do LBA, os pulmdes foram removidos em bloco e
fixados em formol 10% durante 24 horas e submetidos a rotina histoldgica. As laminas
contendo os cortes dos pulmdes em 05 um foram coradas com hematoxilina e eosina

(HE). Com o intuito de avaliar os efeitos do laser sobre a densidade de neutrdéfilos no
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parénquima pulmonar, foram fotografados 15 campos aleatdrios do parénquima
pulmonar num aumento de 40x e entdo através da analise de imagem (utilizando-se
o software Image Pro Plus 4.0), foi avaliada a &rea de tecido e contado o numero de
células polimorfonucleares (PMN) nessa area. Assim, o numero de células PMN foi

expresso em numero de células por mm2 de area de tecido 38,39.

3.7. Avaliacado da expressao de LTB4R e NF-kB nas proteinas

dos pulmoes

A avaliacdo da expressdo do LTB4R e do NF-kB no tecido pulmonar e nas
células (leucécitos totais) do LBA e nos leucdcitos totais da cultura de sangue total
foram realizadas com o intuito de avaliar se os efeitos anti-inflamatérios
desencadeados pelo MK0476 apo6s o estimulo com LPS é resultante da inibicao da
expressdo do LTB4R e do NF-kB. A avaliacdo da expressdo do LTB4R e do NF-kB

foram realizadas através da técnica de Imunohistoquimica.

3.8. Avaliacao de proteinas no LBA

Para a andlise de proteinas totais foi feito o método BCA, utilizando kit de

proteinas utilizando as intru¢des do fabricante.

3.9. Obtencéao e purificacéo e neutréfilos de sangue periférico

Foram coletados aproximadamente 50ml sangue heparinizado e diluidos em
salina estéril 0,9 % na proporcao de 1:1; em seguida, a suspensdo de heméacias e
granulécitos foi obtida apés centrifugacdo por 20 minutos a 2200 rpm através da
solucéo de Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare Ltd). As hemacias foram lisadas com
uma solucéo de cloreto de amonia (Pharm Lyse- BD biosciense, Sam Jose, EUA). Os
granuldcitos foram quantificados na suspensao celular com o uso da camera de
Neubauer e a concentracdo foi ajustada para 2.7 X 107. Em seguida os neutréfilos
foram purificados através de selecdo negativa seguindo as instru¢cdes do
kit EasySep® Negative Selection Human Neutrophils Enrichment Cocktail (Stem Cell).
A viabilidade celular foi de 95% observada com o auxilio do corante azul de Trypan.
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3.10 Estimulacao dos neutroéfilos purificados para quantificacao de
IL-8.

Apds o ajuste a concentracdo para 1X10° de eosinéfilos por ml em meio de
cultura RPMI1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e gentamicina,
foram estimulados com 10umol de Montelair (montelucaste de s6dio 4mg - Ache) em
triplicata na placa de 24 pocos por 6 horas em estufa com 5% de CO? &4 37°C. Apés a
incubacéo foi coletado o sobrenadante da cultura para a dosagem de IL-8 em Kit de

Elisa conforme instru¢des do fabricante.

3.11. Analises estatisticas

Os dados foram analisados através do software SigmaStat 3.1 (Califérnia,
EUA). A distribuigdo da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Os dados com distribuicdo paramétrica foram submetidos ao teste One-way
ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls para comparacéo entre os grupos. Os
dados com distribuicdo ndo paramétrica foram submetidos ao teste One-way ANOVA
on Ranks seguido pelo teste de Dunn’s para a comparagao entre os grupos. Os niveis
de significancia foram ajustados para 5% (p<0.05). Os gréficos foram elaborados

utilizando-se o software GraphPad Prism 3.1 (Califérnia, EUA).

4. Analise Resultados

A administracao terapéutica de MK-0476 reduziu o numero de leucdcitos no lavado
bronco alveolar (LBA). Resultados foram expressados com significancia £+ SEM. Para
figura 1A ** p<0.01 comparado com grupo PBS24h. Figura 1B e 1D * p<0.05
comparado com PBS48h e LPS48h + grupo MK. Figura 1C, 1E e 1G * p<0.05
comparado com grupo PBS24h. Figura 1F ** p<0.01 comparado com PBS48h and
LPS48h + grupo MK. Figura 1H *** p<0.001 comparado com PBS48h e LPS48h +
grupo MK.Os dados foram analisados através do software SigmaStat 3.1 (Califérnia,
EUA).

A distribuicao da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-
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Smirnov. Os dados com distribuicdo paramétrica foram submetidos ao teste One-

way ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls para comparacéo entre oS grupos.
Os dados com distribuicdo ndo paramétrica foram submetidos ao teste One-way
ANOVA on Ranks seguido pelo teste de Dunn’s para a comparagao entre 0s grupos.
Os niveis de significancia foram ajustados para 5% (p<0.05). Os gréaficos foram

elaborados utilizando-se o software GraphPad Prism 3.1 (California, EUA).

4.1. Contagem Total e Diferencial em LBA 24horas com LPS 24 horas

Grafico 1 - TOTAL DE CELULAS
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Avaliacao grafica do total de células no fluido broncoalveolar: controle 24 horas e

inducdo inflamatoria por LPS num periodo de 24 horas. Quando avaliamos a

quantidade de células por mL temos um aumento significativo do debri celular se

comparado controle e a inducéo inflamatoéria, comprovando a relacdo tedrica e pratica

previamente estudada.
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Grafico-2 MACROFAGOS
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Macrofagos desempenham um papel chave na regulacdo do sistema
imunoldgico, orientando as respostas imunes inatas e especificas [1]. Em
estagios iniciais de invasdo microbiana ou de injarias teciduais,
macrofagos defendem a homeostase local e sistémica iniciando uma
complexa série de eventos celulares e bioquimicos. Esses ajustes
patofisiolégicos sdo mediados por uma extensa variedade de moléculas
comunicantes, incluindo citocinas, inibidores de citocinas, hormonios
enddcrinos, eicosandides, neurotransmissores e intermediarios reativos
de oxigénio [1,2]. A diferenciacado de macréfagos depende inicialmente da
formacao de mondcitos

gue ocorre na medula 6ssea. Mondcitos sdo diferenciados a partir de
células tronco hematopoiéticas precursoras [3]. Os Mondcitos circulam na
corrente sangiuinea durante cerca de um a trés dias e, em seguida,

movem-se para os tecidos por todo o corpo.
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Constituem entre 3-8% dos leucécitos no sangue. Nos tecidos, mondécitos
maduros se diferenciam em vérios tipos de macrofagos em variadas
localizacBes anatdmicas [4, 5]. O processo de migracdo de mondcitos,
pela corrente sanguinea, para outros

tecidos, permite a diferenciacio em macrofagos residentes [6].
Macrofagos de diferentes tecidos sao conhecidos por diferir com respeito
as funcdes desenvolvidas [7, 8].

Os macrofagos podem ser classificados basicamente em residentes e
ativados.

Macrofagos obtidos de organismos normais, ou seja, nao infectados e
sem inflamacao sdo denominados residentes, apresentando capacidade
minima de destruir microrganismos, secretando proteases em baixa
guantidade, e pouca capacidade para responder a citocinas [9, 10, 11].
Embora os mondcitos e macréfagos residentes sejam fagécitos efetivos,
podem ser facilmente ativados de forma que suas funcfes sejam
significativamente potencializadas [12].

Como podemos observar o LPS estimulou muito o crescimento dos
macrofagos comecando a promover um processo inflamatério que
posteriormente estimulou a secrecéo das citocinas 1L 1,IL 6,IL 8IL 10,
TNF a
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Grafico 3 - NEUTROFILOS
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Os neutrofilos ou polimorfonucleares tém nudcleos formados por dois a cinco l6bulos
(mais frequientemente, trés lobulos) ligados entre si por finas pontes de cromatina.
Constituem importante defesa celular contra a invasdo de microorganismos. Os
neutréfilos no sangue circulante sao esféricos e ndo fagocitam, mas se tornam
ameboides e fagocitarios tdo logo toquem um substrato sélido sobre o qual possam

emitir seus pseudopodos.

Os neutréfilos sdo uma classe de células sanguineas leucocitarias, que fazem parte
do sistema imunitario do corpo humano e é um dos 5 principais tipos de leucécitos
(neutrdfilos, eosindfilos, baséfilos, mondcitos e linfécitos).Eles sdo fagocitos capazes
de ingerir microrganismos ou particulas. Ao fagocitar forma-se o fagossomo onde os
microrganismos serdo mortos pela liberacdo de enzimas hidroliticas e de espécie
reactiva de oxigénio. O consumo de oxigénio durante a reacdo de espécies de
oxigénio € chamado de queima respiratéria que nada tem a ver com respiracao celular
ou producdo de energia.Sao leucocitos polimorfonucleados ou neutrofilos, tém um
tempo de vida médio de 6h no sangue e 1-2dias nos tecidos e sdo 0s primeiros a

chegar as areas de inflamacéo, tendo uma grande capacidade de fagocitose. Estao
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envolvidos na defesa contra bactérias e fungos. Os neutrofilos possuem receptores
na sua superficie como os receptores de proteinas do complemento, receptores do
fragmento Fc das imunoglobulinas e moléculas de adesdo.Quando visualizada no
sangue periférico através de um esfregaco sanguineo e coradas o neutréfilo
apresenta-se como uma célula de diametro entre 12-15um (micrometros). Seu nucleo
€ polilobulado geralmente apresenta trés I6buluos ligados por um fino filamento
nuclear. Seu citoplasma é abundante e possui granulos finos dispersos. Os seus
granulos séo divididos em primarios e secundarios. Os primarios aparecem no estagio
promielécito. Os secundarios (especificos) encontrados no estagio mielocitico e
predominantes no neutrofilo maduro. Os neutrofilos sdo células piogénicas, ou seja,
dao o aspecto purulento nas inflamacgdes, aquele “liquido leitoso” do pus. O pus é
formado por substancias bacterianas, bactérias mortas, sangue, mas principalmente
por neutréfilos que morreram em combate. Eles possuem receptores de superficie
denominados LFA-1( presente também em macrofagos ) , que é uma molécula de
adesao, se ligando ao ICAM-1 dos endotélios, que se refere ao receptor de neutrofilos
nos vasos. Ao se ligar ao endotélio, o neutrdfilo realiza a diapedese, que é o processo
no qual o neutrdfilo atravessa os poros do endotélio dilatado em entra no tecido. O
endotélio se dilata pela presenca de vasodilatadores como histamina, prostaglandina
E2, prostaciclina e componete C5a do complemento.  Os neutréfilos possuem em
sua membrana receptores para o componente C3b do complemento . O C3b estimula
a fagocitose pelos neutréfilos e 0 componente C5a € um importante quimiotaxico para
eles, aumentando também o seu metabolismo. O C3b é gerada pela fixagcdo do
complemento e quando liberada na reacdo se liga ao receptor de superficie do
neutréfilo fazendo opsionizacdo, ou seja, ajuda na ingestdo do material pelos
fagdcitos. Os neutréfilos ainda possuem receptores da fracdo FC das IgGs chamadas
de FCgamaR. Estas imunoglobulinas IgG (neste caso sao opsoninas) envolvem o
material a ser fagocitado e se liga a este receptor de superficie, ocorrendo a emisséo
de pseuddpodes e englobamento da particula. Suas fun¢des sdo manutencdo da
defesa normal do hospedeiro contra microorganismos invasores, remover restos
teciduais e agir nos meios extra e intracelular para matar e degradar microorganismos
atraveés de enzimas digestivas presentes nos seus granulos citoplasmaticos. Funciona
também como descarregador do conteudo dos granulos citoplasmaticos nos vacuolos

fagocitarios, além de reconhecer, aderir e englobar particulas ( fagocitose ).
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Os microorganismos fagocitados e recobertos com complemento e anticorpo
especifico ( opsonizagdo ) sdo mortos por uma combinacdo de radicais toxicos de
oxigénio gerados por neutréfilos e proteinas citotoxicas derivadas de granulos
citoplasmaticos. Os neutrofilos se originam da mesma série de granulécitos derivados
da medula 0ssea, que se originam de células primordiais peuripotenciais na medula
Ossea. As células do estroma, na medula éssea produzem fatores glicoprotéicos
especificos estimuladores de colénias de células. Esses fatores estimulam a
proliferacéo e a diferenciacdo de células progenitoras de neutroéfilo, na medula 6ssea,
em neutréfilos maduros. Eles permanecem na medula por aproximadamente cinco

dias e ent&o circulam por dez horas antes de entrarem nos locais de inflamagao.

O neutrdfilo apresenta nucleo segmentado, multilobulado e sem nucléolo. Seu
citoplasma apresenta granulos finos e eletrodensos. O neutréfilo maduro é
caracteristicamente deficiente em reticulo endoplasmético rugoso ( RER ) o que indica
que a sintese protéica ndo é uma funcao importante. Apresenta em seus granulos
citoplasmaticos enzimas capazes de hidrolizar polissacarideos simples e complexos

além de proteinas, lipideos e outros substratos.

No citoplasma dos neutréfilos existem granulos contendo proteinas: Lactoferrina e
Catelicidina, Mieloperoxidase (Proteina de aumento da permeabilidade /bactericida
(BPI), Defensina e Serino protease neutrdfilo elastase e Catepsina G), Catepsina,

Gelatinase.

Os neutrdfilos depois de entrarem na corrente sanguinea, circulam pela mesma,
procurando organismos infecciosos e outros intrusos. Quando encontram um,
emigram para os tecidos, aderem a eles e produzem substancias toxicas que matam
e digerem esses organismos. Esta reac¢do pode lesar o tecido sdo que esta a volta
da area da infeccdo. O processo completo produz uma resposta inflamatéria na area

infectada, que se manifesta na superficie do organismo como rubor, inchaco e calor.

Dado que os neutréfilos geralmente representam mais de 70 % dos globulos brancos,
uma diminui¢do na quantidade de globulos brancos significa habitualmente que existe
uma diminuigdo no numero total de neutrofilos. Quando a quantidade de neutroéfilos
cai abaixo de 1000 por microlitro, aumenta em certa medida o risco de infeccéo e,

quando cai abaixo dos 500 por microlitro, o risco de infeccdo aumenta
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consideravelmente. Sem a defesa fundamental que constituem os neutrofilos,

qualquer infec¢do podera ser mortal.

A neutropenia deve-se a diversas causas. A quantidade de neutréfilos pode diminuir
devido a uma inadequada producao da medula 6ssea ou entdo devido a uma elevada
destruicdo de globulos brancos na circulacdo. Em algumas infeccbes bacterianas,
perturbacdes alérgicas, doencas auto-imunes e tratamentos com certos
medicamentos, o0s neutrofilos destroem-se com mais rapidez do que levam a produzir-
se. As pessoas com baco grande (por exemplo, as que sofrem da sindroma de Felty,
de paludismo ou de sarcoidose) podem apresentar quantidades baixas de neutrofilos
porque o baco grande os apanha e destroi.

A neutropenia pode desenvolver-se de forma rapida, no decurso de poucas horas ou
dias (neutropenia aguda), ou entdo prolongar-se durante meses ou anos (neutropenia
cronica). Como a neutropenia carece de um sintoma especifico, € provavel que passe
despercebida até que se produza uma infeccdo. Na neutropenia aguda, a pessoa
pode ter febre e feridas dolorosas (Ulceras) a volta da boca e do anus. Segue-se a
pneumonia bacteriana e outras infec¢des graves. Na neutropenia crénica, 0 curso

pode ser menos grave se a quantidade de neutréfilos ndo for excessivamente baixa.

O tratamento da neutropenia depende da causa e da gravidade. Sempre que possivel,
interrompem- -se 0s medicamentos que poderiam causar neutropenia. Por vezes a
medula éssea recupera por si mesma sem qualquer tratamento. As pessoas que
sofrem de neutropenia ligeira (mais de 500 neutrofilos por microlitro de sangue)

geralmente ndo apresentam sintomas nem requerem tratamento.

Denota — se que a estimulacédo do LPS apresentou uma elevacéo dos neutrofilos em
qguase o dobro pois ai estimularia a secre¢do do leucotrienos , produtos oxidantes,

PAF, e as proteases.

GRAFICO 4 - LINFOCITOS
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Os linfécitos tém diversas func¢des no organismo, todas elas de extrema importancia
para o sistema imunitario (55). Dividem-se em linfécitos T, linfocitos B e linfécitos NK
(Natural Killers), sendo o linfécito T responséavel, principalmente, pelo auxilio ao
sistema imunitario e respostaimunitaria celular, o linfécito B responsavel pela resposta
imunitaria humoral e os linfocitos NK pela resposta imunitaria inespecifica. Os
linfécitos T e os linfocitos B produzem respostas imunitarias especificas, pois ambos
sdo estimulados a partir de epitopos de antigénio especifico. Neste caso, formam

populacdes monoclonais especificas para atacar o antigénio em questao (54).

Células NK



69

Séao parte da imunidade celular mediada. Eles podem atacar a célula hospedeira.
Células NK tem parte importante no sistema imune inato e papel principal na
defendendo-se de hospedeiros tanto em tumores como em infecc¢des virais. Células
NK cells distingue células infectadas e tumorosas de uma normal de células néao
infectadas por reconhecimento de alteracdes nos niveis da molécula de superficie
chamada de MHC - classe | (Complexo principal de histocompatibilidade).As células
NK sdo ativadas por citocinas chamadas interferons. Ativadas células N liberam
granulos citotéxicos que destroem as células hostis. Elas sdo chamadas de "natural
killer" por causa da nocéo inicial que elas ndo necessitavam de ativacao primaria para

matar células (55).

Linfécitos T

Sao assim chamados pois sofrem maturacdo no timo sendo também conhecidos pelo
nome de timdcitos. Sao responsaveis pela imunidade celular,organismos estranhos
ou células infectadas sé@o destruidas pelas células T em um complexo mecanismo.
Ha varios tipos de linfocitos T: Linfécitos CD8+, T8, Tc ou Citotoxicos (célula Killer):
Destroem as células infectadas através de mecanismo de apoptose, que € a morte
celular programada; Linfocitos CD4+, T4, Th ou Auxiliares (T helper): Sdo os
intermediarios da resposta imunitaria que proliferam apds o contato com o antigeno
para ativar outros tipos de células que agirdo de maneira mais direta. Existem 2
subtipos conhecidos de linfécitos T auxiliares: Thl e Th2; Linfocitos T supressores;
Linfocitos T reguladores. Os Linfécitos T sdo responsaveispor uma modalidade de
defesa chamada Imunidade Celular. Formam clones de linfécitos especificos para
combater os agentes portadores dos antigenos detectados a cada ataque e os langcam
na circulacdo. Suas células precursoras, primitivas, teriam sido processadas, durante

a vida fetal, no timo (55).

Linfocitos B
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Sao assim chamados por terem sido inicialmente estudados na bursa de Fabricius,
um Orgdo das aves. S&o responsaveis pela imunidade humoral. Produzem
imunoglobulinas, chamadas de anticorpos, contra antigenos estranhos. Para serem
ativados, outras células como por exemplo o macréfago Ihe apresentam fragmentos
de antigenos. Os linfécitos B ativados se transformam em plasmocitos. Os
plasmacitos possuem em sua vesicula de Golgi capacidade de produzir anticorpos
em massa. Os linfocitos B sdo responséveis por uma modalidade de defesa chamada
Imunidade Humoral. Nao formam clones. Cada vez que detectam a presenca de
agentes com antigenos estranhos, transformam-se inicialmente e células maiores
chamadas plasmoblastos. Estas, entdo, passam a formar centenas de células
chamadas plasmdcitos. Cada plasmécitoproduz e liberam na circulacdo, a cada
segundo, milhares de moléculas protéicas de imunoglobulinas. As imunoglobulinas
sao especificamente formadas com a capacidade de detectarem e aderirem-se a cada
estrutura portadora daqueles mesmos antigenos detectados por suas células
produtoras (55).

Com relacdo aos Linfécitos observou — se também a triplicacdo do processo
inflamatorio, alcancando o objetivo. Como também podemos observar apds a
estimulacdo do LPS os neutréfilos aumentaram consideravelmente dando inicio ao

processo de inflamacao

4.2. Niveis de proteinas totais e citocinas no LBA

Gréafico -5 Interleucina 1l (IL -1)
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Os mondécitos e macrofagos sao a principal fonte de IL-1, produzindo principalmente
IL-18, enquanto os queratindcitos produzem IL-1 a. Outros tipos celulares pem
produzir IL-1, como células endoteliais, fibroblastos, midcitos, células de Langerhans
e linfécitos B e T(10). Macrofagos in-fectados por virus produzem grandes
quantidades de IL-1g. A sintese de IL-1 pode ser induzida por TNF-a IFN-a 3 e g, LPS,

virus e antigenos(11).

As formas a e B da IL-1 tém atividades semelhantes, entretanto, uma terceira forma
descrita, a IL-1g, também chamada antagonista de receptor de IL-1, € um inibidor
competitivo, bloqueando os efeitos da IL-1(11). Uso de IL-1g pode prevenir efeitos
maléficos da IL-1. As acOes da IL-1 (a e B) podem ser diretas ou através de
mediadores, como PGE2, CSF’s, IL-6 e IL-8(12).

As atividades bioldgicas primordiais da IL-1 incluem a estimulacdo de células CD4+
a que secretem IL-2 e produzam receptores para a IL-2; proliferacdo e ativacao de
linfécitos B, neutréfilos, mondcitos/macrofagos, aumentando as atividades
guimiotaticas e fagocitarias. Estimula a adesao de leucécitos, aumenta a expressao

das moléculas de adesédo pelas células endoteliais, inibe a proliferacdo das células
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endoteliais, aumenta a atividade de coagulacado, tendo participacdo na génese da
coagulacao intravascular disseminadal0, 11. A IL-1 também estimula hepatdcitos a
produzirem proteinas de fase aguda de inflamacéo. Ainda estimula a hematopoese,
tanto por atuar na propria célula primordial quanto por aumentar a liberagdo de CSF'’s,
tendo acdo sinérgica a estes. Pode ser utilizada com a finalidade de aumentar a

hematopoesel2.

A IL-1B atua no hipotalamo, exercendo a funcdo de pirdgeno enddgeno; origina
ainda uma alca de inibicdo da sua prépria producdo, pois estimula a liberacdo de CRH
pela hipdfise posterior. CRH atua na hipdfise anterior fazendo com que haja liberagéo
de ACTH, o qual estimula a regido fasciculada do cértex da adrenal, aumentando a
producdo de corticosterdides, os que irdo inibir a sintese priméaria de IL-1 e sdo
responsaveis pela hiperglicemia em pacientes diabéticos com processo infeccioso.
Também atua aumentando a atividade de osteoclastos e adipdcitos, sendo grande
responsavel pelo emagrecimento e tendéncia a fraturas de pacientes com processos

infecciosos cronicosl13.

Sabe — se também que IL1 citocina pré- inflamatoria e age na elevacao da temperatura
, N0s vasos sanguineos induzindo a vasodilatacédo por ativacdo do PAF, PG, NO tém

uma meia vida efémera e seus niveis diminuem rapidamente.

Como mostra o gréafico houve um aumento consideravel apés 24 horas de inflamacao

duplicando seus valores referenciais.

Gréfico 6 — Inetrleucina—6 (IL—-6)
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A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina com atuacao tanto na resposta imune inata como
na adaptativa. Ela é sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e
outras células em resposta a microrganismos e também a estimulagdo por outras
citocinas, principalmente interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-
alfa).(113) A IL-6 se constitui em importante marcador inflamatério. E uma citocina
envolvida numa série de atividades imunolégicas, em especial a sintese de
substancias de fase aguda pelo figado, estando envolvida na regulacdo metabdlica
da prépria PCR. Tal como o seu receptor (gpl130), € amplamente expressa durante a
reacado inflamatdria, produzindo efeitos indesejaveis em varios 6rgaos.(114)

A IL-6 normalmente € expressa em niveis baixos, exceto durante infeccéo, trauma ou
outros fatores estressantes. Entre os varios fatores que regulam a expresséo do gene
da IL-6, estdo o estrégeno e a testosterona. Ap6s a menopausa ou andropausa, 0S
niveis de IL-6 sdo elevados mesmo na auséncia de infeccao, trauma ou estresse.(115)
A propria hiperglicemia caracteristica da intolerancia a glicose tem relagdo com a
sintese imediata de marcadores como IL-6, com variacbes dos niveis séricos
positivamente relacionados e com aumentos mais significativos na hiperglicemia em
pulsos, situacdo comum no diabético.(113) Propds-se que o0 aumento da idade
associado a elevagdo seérica da IL-6 € responsavel por algumas das mudangas
fenotipicas da idade avancada, especialmente aquelas relacionadas a doenca
inflamatoria cronica (diminuicAo da massa corporal magra, osteopenia, anemia,

diminuicdo da albumina e de colesterol e aumento de proteinas inflamatdrias, como
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PCR). Além disso, 0 aumento da idade associado a IL-6 tem sido vinculado a doencas
linfoproliferativas, mieloma mdltiplo, osteoporose e doenga de Alzheimer.(115)

A IL-6 desempenha papel importante no processo de ruptura ou eroséo da placa de
aterosclerose e tem seus valores séricos aumentados nesses eventos.(113) Esse
aumento pode estar relacionado ao aumento da PCR, ja que a IL-6 promove a sintese
hepética desse marcador, porém também a PCR tem seu efeito aterogénico mediado
em parte pela sintese de IL-6 (116).

Trata-se de um forte marcador independente do aumento da mortalidade por doenca
coronariana aguda (DCA), prestando-se também a identificacdo de pacientes que se
beneficiam de uma estratégia invasiva precoce.(117) Em homens aparentemente
saudaveis, niveis elevados de IL-6 estdo associados ao risco aumentado de futuras
isquemias miocardicas.(118)

Os marcadores inflamatorios ja estdo bem estabelecidos no desenvolvimento da
doenca aterosclerotica e sao Uteis na predicdo do elevado risco cardiovascular entre
os individuos de meia-idade. O estudo JUPITER demonstra o papel dos niveis de
proteina C-reativa como um importante fator de risco cardiovascular em populagéo
saudavel.(119) Entretanto alguns estudos importantes contestam a associacdo de
valores elevados da PCR com fatores de risco cardiovascular.(110,111)

Pesquisa incluindo apenas idosos mostrou que a PCR e o fibrinogénio podem néo ser
tdo uteis quanto a IL- 6 e o TNF-alfa. Nos pacientes com 265 anos, a IL-6 e TNF-a
tém se mostrado bons preditores de desfechos cardiovasculares.120 Trabalho
anterior havia avaliado o tempo para a estabilizacdo da placa aterosclerética nas
sindromes coronarianas agudas (SCA), utilizando-se marcadores inflamatérios como
PCR, TNF-alfa, fibrinogénio e IL-6, e concluiu quanto ao progndstico que, dentre os
marcadores analisados, somente a IL-6 se correlacionou de maneira significativa e
independente com o surgimento de eventos cardiovasculares futuros.113 Esse
trabalho observou ainda que fibrinogénio e o TNF-alfa ndo foram Uteis na avaliacédo
da estabilizagao da placa, pelo fato de n&o se elevarem significativamente em relacao
ao grupo-controle. O padréao genético relacionado a IL-6 também denota importancia
progndstica para DCV. Estudo recente, realizado no Brasil, demonstrou que o gene
IL-6 é inequivocamente associado com varias caracteristicas compativeis com o risco
cardiovascular em idosos aparentemente saudaveis do sexo feminino.114 De acordo

com o mesmo estudo, a homozigose dominante
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apresenta efeito mais deletério, e em contrapartida, a homozigose recessiva
apresenta efeito mais vantajoso.

Ainda ndo ha consenso sobre métodos de dosagem e valores de referéncia para a IL-
6 quando se observam os diversos trabalhos que utilizaram esse marcador e que
foram pesquisados nesta revisdo. A utilizacédo rotineira das dosagens de citocinas,
como a IL-6 e outros marcadores de atividade inflamatoria como a PCR, ainda
depende de mais observacdes, pois estas sdo metodologias de custo mais elevado.
A American Heart Association e o Centro Americano de Controle de Doencas
recomendaram, em 2002, que se solicitassem o0s marcadores inflamatorios,
especialmente a PCR, por possuir maior disponibilidade de métodos de dosagem para
melhorar a predi¢do de eventos coronarianos entre pacientes com risco intermediario

pelo escore de risco de Framingham.122

Grafico 7 Interleucinas -10 (IL - 10)
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A IL-10 é uma citocina muito estudada e conhecida principalmente por seu papel
regulador em diversos modelos de infeccdo e inflamacgéo (91, 92, 93). Ainda néo esta
claro o papel da IL-10 durante a infeccdo por virus influenza em modelo murino.

Diferentes trabalhos tém demonstrado diferentes fenétipos durante a infeccado por
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virus influenza, o que torna dificil a definicdo do papel de IL-10 neste modelo.
Camundongos deficientes para a producéo de IL-10 sobrevivem por mais tempo apés
infeccdo por influenza (94), e o bloqueio de IL-10R pode reduzir o periodo de
sobrevida dos camundongos infectados (95). Todavia é razoavel supor que a IL-10

deve ter papéis diferentes em diferentes fases da infeccéo por influenza.

Um trabalho publicado recentemente, por Yueh-Chia He e colaboradores mostra como
a citocina IL-10 produzida por células Thl induz a proliferacao celular e a inflamacéo
durante a fase inicial da infeccéo pelo virus influenza em camundongos. Evidencia
também como esta citocina assume papel regulatério em fases mais tardias neste
modelo (96).

Sabe-se que a neuraminidase produzida pela maquinaria viral é capaz de induzir a
secrecdo de TGF-b, citocina também conhecida por seu papel regulatorio e protetor
(97). Com o uso de camundongos transgénicos, cujas células TCD4 possuem TCR
especifico para Hemaglutinina do virus influenza, Yueh-Chia He e colaboradores
mostraram que a atividade da enzima neuraminidase foi reduzida pela presenca da
IL-10 produzida por estas células. Como consequéncia, foram produzidas quantidades
significativamente menores de TGF-b no pulméo dos camundongos na presenca de
IL-10 comparados aqueles cujo citocina foi ausente durante a fase inicial da infecc¢éo,
0 que levou ao aumento do fendtipo Thl em células TCD4 especificas. Em fases mais
tardias, quando o virus é eliminado, a atividade da neuraminidase sessa e 0S
receptores para IL-10 (IL-10R) aumentam na superficie das células TCD4 especificas,
entdo a citocina atua regulando a producao das citocinas pro-inflamatorias IFN, TNF

e IL-2 nestas células (Yueh-Chia He et al).

O papel ambiguo da IL-10 indica a necessidade de estudos funcionais mais
detalhados em outros modelos, especialmente os que utilizam seu papel regulador e
anti-inflamatério em testes terapéuticos, uma vez que ela pode funcionar como

indutora da inflamacao.

Grafico 8 — Interleucina - 17 (IL -17)
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Gréfico 8 Interleucina -17

Em 1995, Yao et al. descreveram pela primeira vez a IL-17 humana, que é produzida
principalmente por células Th CD4+ ativadas. Ela estimula a secre¢éo de interleucina
6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8) pelos fibroblastos humanos e aumenta a expressao da

molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1)(83).

Posteriormente, os receptores de IL-17 de camundongos e humanos (IL-17RA) foram
clonados; IL-17RA é considerado o receptor para IL-17 e tem elevada e distinta

expressado em comparacao a outros receptores de citocina(74,75).

A familia IL-17 inclui sete membros (IL-17 ou IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E
ou IL-25, IL-17F, e o homodlogo viral viL-17 ou ORF13), e até o presente cinco

diferentes receptores foram descritos(79).

Véarios trabalhos propdem um papel para IL-17A na protecéo contra bactérias e fungos
extracelulares, devido a sua capacidade de recrutar neutréfilos para areas infectadas.
Todavia, logo ficou evidente que IL-17 participa nha patologia de varios modelos de

doenca autoimune, tais como encefalomielite e artrite autoimunes(91-110).



78

Porém, a grande revolucdo na pesquisa de IL-17 ocorreu em 2000, quando Infante-
Duarte et al. propuseram que esta interleucina ndo fosse classificada como uma
citocina derivada de Thl ou Th2, mas como uma nova linhagem de células-T que
produzem IL-17A, como € mostrado na figure 1. Este conceito modificou o paradigma
ja estabelecido sobre Th1-Th2, levando a definicdo do novo subtipo de células Th17,
e ofereceu novas perspectivas para o estudo de varias doencas imunologicas e
mecanismos de regulagcéo de células-T. O subtipo de células Th1l7 é composto por
células que secretam IL-17 e expressam o fator de transcricdo 6rfao gama relacionado
a RAR (RORyt)(111,112).Em resumo a IL -17 induz a secrecao IL -8 permitindo o
recrutamento dos neutréfilos e parece que tem um papel importante no curso de
infecgbes de bactérias extra celulares como a Klebsiella pneumoniae ou leveduras

como Candida albicans

Grafico 9 - Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF—-a)
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Sintetizado principalmente por macréfagos, sendo que mondcitos, neutrofilos,
células T e NK, apds estimulacdo por LPS, também o sintetizam. A producédo é
estimulada por IFN, IL-1, IL-2, GM-CSF, substancia P, bradicinina, imunocom-plexos,
inibidores da cicloxigenase e PAF. A producdo é inibida por ciclosporina,
dexametasona, PGE2, IL-6 e antagonistas do PAF. TNF-a e TNF-B ligam-se aos
mesmos receptores no inicio, mas intracelularmente, apés a endocitose deste

complexo, exercem atividades distintas.

A principal atividade biologica do TNF é uma acentuada citélise e citoestase em
diferentes linhagens neoplasicas, tendo acio antitumoral importantissima. E o

principal mediador na caquexia das neoplasias malignas(116,117).

As demais a¢fes do TNF sdo semelhantes as da IL-1. As alteragBes endoteliais,
principalmente a perda da funcdo de diminuicdo de coagulagcéo, a atividade
quimiotatica e estimulo ao metabolismo oxidativo de fagocitos sdo acdes do TNF
compartilhadas com a IL-1. Tem também atividade de pir6geno endogeno, aumenta a
reabsorcdo Ossea, a atividade de adipocitos e a expressdo de MHC-l e Il

Diferentemente da IL-1, o TNF ndo tem acdo em cortex da adrenal.
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Estimula a producéo de IL-6 fazendo com que os hepatdcitos produzam proteinas da

fase aguda da inflamacéo (116,117).

Altas concentracdes de TNF no sangue de pacientes com septicemias
correlacionam-se com a piora do prognéstico*®. Em animais de laboratério, injecdes
de TNF, mesmo na auséncia de bactérias, levam a quadro semelhante ao choque
séptico, sugerindo uma importante acdo deletaria quando sintetizado em quantidades

excessivasis.

O TNF também pode ser atil no tratamento de neoplasias secundarias a AIDS,
principalmente no sarcoma de Kaposi. Injecdes intralesionais ou sistémicas séo
aplicadas, havendo certa regressao da neoplasia. Receptores soltuveis de TNF (STNF-

R1) podem ser utilizados como adjuvante na terapéutica convencional 1920

Grafico 10 Fator Nuclear Kappa B (NF-kB )
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O Fator Nuclear Kaapa beta (NF _ kB) foi descrito por Sem e Baltimore
em 1986 (112) como uma proteina reguladora da expressao génica de
imunoglobulinas em linfécitos B. Atualmente sabe — se também que este
fator também envolvido na transcricdo de diversos genes ligados a
resposta imunoinflamatoria , entre outros genes envolvidos na apoptose
e na transformacdo neoplasica celular. Alguns gene cuja expressao é
controlada pelo NF — kB estdo descritos na literatura , dentre eles os mais
conhecidos séo : fator de crescimento (GM — CSF ) , moléculas de adeséao
celular , MAd —-CAM -1 , ELAM -1, VCAM, citocinas I L 1,2,6,8 , TNF — a
e B, anti — apoptoticos , TRAF — 1, TRAF — 2, c-IAP1, c- IAP2 , dentre

outros.

O NF —kB pode ser ativado por uma variedade de estimulos extra
celulares , incluindo citocinas pro-inflamatorias com o TNF-aeal L -1
, fatores ativadores de linfocitos T e B LPS bacteriano , proteinas virais,

fatores de crescimento de fatores indutores do estresse .
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Papel do NF — kB livre promove a regulacdo da expressao de multiplos
genes envolvidos nas respostas inflamatoérias, incluindo moléculas de
adesao como: ICAM - 1 e VCAM - 1, E-seletina , enzimas como a COX
-2,5-LO, c PLA, e aINOS e a maior parte faz citocinas IL - 18, TNF — a
, GM e G- CSF e quimosinas como a IL — 8 , RANTES, MCP -1, MIPk e
eotaxina ( 115, 117). Atualmente esta bem relatado na literatura que o
NF — kB € um dos reguladores mais importantes de expresséo de genes
pré — inflamatérios . Como por exemplo a ativacdo da expressao do
cicloxigenase2 ( Cox — 2 ),que € uma enzima essencial para producao de
prostaglandinas e tromboxanas no processo inflamatorio, e muito dos
elementos moleculares envolvidos em varias doencas como a artrite

reumatoide , asma , sinusite entre outras.

Grafico 11— Leucotrieno (LTB4R)
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Os LTs assim como as PGs também sdo moléculas derivadas do AA, porém por acao
das enzimas lipoxigenases 5 (LO-5), 12 (LO-12) e 15 (LO-15) em conjunto com uma
proteina auxiliadora, a 5-LO-activating protein(FLAP), sendo que a LO-5 é
responsavel pela sintese de LTB 4e a LO-12 e LO-15 sado responsaveis pela sintese
de lipoxinas A 4(LXA4). Esses metabdlitos séo formados a partir de um hidroperéxido
(5-HPETE) o qual é transformado em leucotrieno A 4 (LTA 4). Este, por sua vez, é
instavel e pode sofrer hidrélise enzimética gerando leucotrieno B 4(LTB) ou entdo
receber um residuo de glutationa gerando o leucotrieno C4 (LTC4). A retirada
enzimatica do acido glutamico do LTC 4 da origem ao leucotrieno D4 (LTD4) e com a
retirada da glicina do LTD4 forma-se o leucotrieno E4(LTE4 ). Eles estéo divididos em
duas classes: o LTB4 que é o mais potente mediador quimioatraente e o cisteinil-
leucotrieno (Cys-LT) LTC4, LTD4e LTE4que sédo poderosos agentes espasmogénicos

(128). Para exercer as suas funcdes bioldgicas esses mediadores lipidicos ligam-se a
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receptores especificos: BLT1 e BLT2, e CysLT1 e CysLT2, respectivamente (129-
132). Essa ligacao é mediada pelaproteina G (133,134).

Diferentemente das PGs, os LTs sdo predominantemente sintetizados em leucdcitos,
principalmente em granulécitos, mondcitos/macréfagos, mastécitos e DCs 135. Os
mastoécitos e 0s eosinodfilos sintetizam principalmente cysLTs, e 0s neutroéfilos, os
macrofagos e as DCs secretam LTB4 136

Os LTs foram identificados inicialmente como potentes agentes estimuladores da
guimiotaxia e adesao de leucadcitos as células

endoteliais, com consequente aumento da migracao de neutrofilos130-137

No entanto, varias outras fungcdes moduladoras tanto sobre a resposta imune inata,
quanto sobre a adaptativa tem sido atribuidas a esses mediadores nos ultimos
anos137

Nesse sentido, os neutréfilos, os mondcitos e os macréfagos produzem LTs, ao
mesmo tempo em que respondem a esses mediadores. O LTB 4 induz o recrutamento
de macréfagos e mondcitos 18, producédo de TNF- a 139 e reducdo de MCP-1 por

mondcitos 140.

4.2 Contagem Total e Diferencial em LBA CONTROLE 48h vs LPS
48h vs LPS 48h + MK 0476
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Grafico 12 Avaliacao grafica do fluido broncoalveolar : controle 48
horas, inducé&o inflamatoria por LPS num periodo de 48 horas e uso

de MK 0476 com inflamacéo induzida ap6s 48 horas
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Quando houve o estimulo com LPS apds 48 horas observou — se que o
processo inflamatorio em evolucdo apresentou e posterior adicdo de MK
0476 vimos que a inflamac&o regrediu sensivelmente, referendando que

a acao anti-inflamatoria estava ocorrendo adequadamente.

Grafico 13 Avaliacdo dos Macrbégagos , Neutrofilos e Linfocitos

comparativam ente
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Avaliacdo gréafica do fluido bronco alveolar: enter os macréfagos, neutréfilos e
linfécitos em controle 48 horas, inducao inflamatoria por LPS num periodo de 48 horas
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e uso de droga inibidora MK 0476 com inflamacé&o induzida apos 48 horas. Nota-se
que apds a introducdo da droga houve uma significativa queda, praticamente
retomando a hemostasia do tecido, corroborando com a acao anti-inflamatoria do

inibidor de leucotrieno.

Grafico 14 — Interleucina 18 ( IL 1B)
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A IL 1B € um importante mediador na resposta inflamatéria e também é uma citocina
pro- inflamatdria e age na elevacéo da temperatura , nos vasos sanguineos induzindo
a vasodilatagcéo por ativacdo do PAF, PG, NO, tém uma meia vida efémera e seus
niveis diminuem rapidamente. Provavelmente ndo uma reducdo acentuada em

decorréncia de sua volatilidade.

Grafico 15 - Interleucina -6 (IL —6)
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Este grafico apresenta uma reducao muito acentuada pois voltando quase ao nivel do

controle corroborando coma acgéo anti-inflamatéria do MK 0476, visto que com a acao

do LPS houve um aumento de cerca de 500 pg/mL

Grafico 16 - Interleucina 10 (IL -10)
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Nessa analise praticamente nao houve melhora com a indugdo do MK

0476, pois essa citocina € um inibidor de macrofago ativado, o que lhe

cabe um importante papel no controle homeostatico das reacfes da

imunidade inata da principalmente da imunidade celular.

Grafico 17 — Interleucina 17 (IL - 17)
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A IL -17 apresentou uma importante ag

adicionado o0 MK 0476 houve uma regressao chegando quase aos limites

do controle, confirmando mais uma vez a acao anti — inflamatoria do

inibidor de leucotrieno na SARA.

Grafico 18 — Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF —a)
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Mais uma vez a acdo anti — inflamatéria do MK 0476 esteve presente

fazendo com que houvesse praticamente a normalizac&o no fluido

bronco alveolar devido ao LPS

Grafico 19 — Fator Nuclear Kappa B ( NF-kB )
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leucotrieno mais uma vez se fez presente melhorando o quadro

infamatorio
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Grafico 20 — Leucotrieno (LTB4R)
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A acao anti — inflamatoria também se fez presente fazendo com que os

niveis da acdo do LPS regredissem
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Grafico 21 - Fator de Crescimento Vascular Endotelial- (VEGF)

CONTROLE 24h vs LPS 24h CONTROLE 48h vs LPS 48h vs LPS 48h + MKO0476
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Niveis de VEGF no homogenato do tecido pulmonar.

Ha uma reparacéo tecidual em processos agressivos em modelos com LPS intraqueal
promovendo uma inflamagdo aguda forte.Temos entdo uma diminuicdo da
concentracdo de Fatores de Crescimento do tecido favorecendo a destruicéo tecidual
e aacdo do MK 0476 fez com que houvesse um restabelecimento dos niveis de VEGF
ocorrendo a reparacao tecidual no processo inflamatério como no caso da leséo

pulmonar aguda .
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Grafico 22 — Cultura celular e verificacdo dos niveis de IL-8
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MK-0476 suprimiu producéo de niveis de IL-8 para neutrofilos humanos estimulado
com LPS. Niveis de IL-8 em sobrenadante de neutrofilos foram mensurados usando
ELISA. Os resultados foram expressados com significancia + SEM. *** p<0.001
comparado com nao estimulado e estimulado com LPS e ambos estimulado com LPS
e LPS + MK-0476.
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Conclusao

O efeito do MK0476 demonstrou acdo anti-inflamatoria importante em
modelo experimental de SDRA praticamente com todas as citocinas
estudadas; durante a realizacdo deste projeto permitindo que, futuros
estudos clinicos como terapia adjuvante na SDRA possam ser realizados
para diminuir a incidéncia da mortalidade em casos de pneumonia ou

sepse que evoluam para a Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo.

Alem disso, essa premissa ganha importancia especial uma vez que o
MKO0476 também inibiu a ativacdo de neutréfilos humanos in vitro,
indicando que o MK0476 pode inibir ndo somente a inflamacé&o neutroéfila

em modelos animais, mas também em humanos.
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Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® AN0002.2015

Titulo do Projeto: Efeito Inibidor de Leucotrieno (MK 0476) Associado a Terapia com
Antibiético (cefalosporina de 3® geracdo) em Modelo Experimental da Sindrome do
Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) Induzida por Lipopolissacarideo (LPS)

Orientador: Rodolfo de Paula Vieira

Aluno: Jaime Eduardo Davino Chiovatto

Objetivos: estudar os efeitos do inibidor de leucotrienos (MK0476) ¢ da ciclosporina em modelo
experimental da Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) induzida pela administracio
intratraqueal e intraperitoneal de LPS. Avaliagdes especificas serdo conduzidas para determinar a
mecanica pulmonar, niveis de éxido nitrico exalado, nimero de células inflamatérias pulmonares e
sistémicas e, perfil de mediadores inflamatorios pulmonares e sistémicos (IL-1B, IL-1ra, IL-6, CXCL-
1/KC, IL-10, IL-17 e TNF-a).

Método: Camundongos C57BI/6 serdo distribuidos nos respectivos grupos: (1) Controle (nio
manipulado), (2) LPS IT (LPS intratraqueal; 10 pgfcamundongo), (3) LPS IP (LPS i.p.;
100pg/camundongo), (4) LPS IT+MK0476 (n=10; LPS intratraqueal; 10pg/camundongo+MKO0476),
(5) LPS IP+MKO0476 (LPS i.p.; 100pg/camundongot+MK0476), (6) LPS IP+CFLS (LPS ip.:
100pg/camundongo+CFLS), (7) LPS IT+CFLS (LPS intratraqueal 10ug/camundongo+CFLS). (8)
LPS IT+MKO0476+CFLS (LPS intratraqueal 10pg/camundongo+MKO0476+CFLS) e (9) LPS
IP+MK0476+CFLS (LPS i.p.100ug/camundongo+MKO0476+CFLS). Apos 24 horas os animais seréo
eutanaziados para obtengdo de amostras pulmonares e sanguineas. Parte das amostras serdo cultivas
para estudo in vitro do efeito de LPS ¢ amostras remanescentes serdo direcionadas para dosagem
molecular.

Animais (procedéncia, raca, linhagem, nimero de animais, peso, sexo): biotério de criagdo e
manuten¢io da Universidade Nove de Julho; Mus musculus, C57BI/6 macho, camundongo. Serdo
utilizados 180 animais(18-22 g), com tamanho amostral de 10 animais por grupos. O tamanho amostral
¢ justificavel porque o modelo experimental possui 50% de mortalidade.

Condigées de alojamento e nutricdo: mantidos em condigdes controladas de humidade (50%-60%),
luminosidade (12h claro/12 h escuro) e temperatura (22°C - 25°C) no biotério de experimentagio da
Universidade Nove de Julho. Nio restrigdo de agua e comida.

As condicoes de alojamento estio claras e de acordo com as legislagdes nacionais, recomendacgdes
da Sociedade de Animais de Laboratoério e recomendagoes internacionais.

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais: os pesquisadores reportaram que o modelo
experimental ndo impde dor aos animais. A obtengdio das amostras ocorrerd por ministragio
anestésica/analgésica.

Adequado segundo as normas

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (incluir dose e vias de administra¢do): mistura de
cloridrato de cetamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg), i.p.

Adequado segundo as normas

Eutandsia: Anestesia seguida de exsanguinagio pela aorta abdominal e excisdo do coragéo.
Quetamina 100mg/kg e Xilazina 10mg/kg. Intraperitoneal.
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Adequado segundo as normas

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto: A SDRA apresenta altas taxas de mortalidade e as
modalidades terapéuticas baseiam-se na tentativa de diminui¢gdo da inflamagdo pulmonar para
minimizar a lesdo inicial, com o objetivo de se obter um methor prognéstico. Nesse sentido, o presente
estudo tem como hipdtese que a inibigdo da via dos leucotricnos pode ser benéfica inibindo a
inflamagdo pulmonar e sistémica.

Datu de inicio: 0] de Margo de 2015.
Data de término: 28 de Fevereiro de 2016.

Apresentado z este Comité para andlise ética, foi considerado:

( ) Aprovado, sendo que este projeto devera permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta
Secretaria.

(X) Com pendéncia (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modifica¢fes sugeridas,
e iniciar a coleta de dados somente apés a aprovagcio do projeto por este Comité.

( ) Nao-Aprovado

Pendéncia:

I. Avaliar de redugdo do nimero de animais efou apresentar documentacfio cientifica que
comprove a necessidade de maior niimero

2. Esclarecer como serd realizada a manutengdo dos animais, evidenciando os niveis de scguran¢a
devido ao uso do LPS

Sao Paulo, 10 de fevereiro de 2015

ANAA_
Prof. Dra.'Karin Marie vant der Heijden
Vice-Coordenadora do Comité de Ftica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho
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Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto; A SDRA apresenta altas taxas de morialidade e as
modalidades terapéuticas baseiam-se na tentativa de diminuicao da inflamagao pulmonar para minimizar a leséo
inicial, com o objetivo de se obter um melhor prognéstico. Nesse sentido, o presente estudo tem como hipdtese
que a inibig&o da via dos leucotrienos pode ser benéfica inibindo a inflamaggo pulmonar e sistémica.

Data de inicio: 01/06/2015.
Data de término; 31/12/ 2017,

Apresentado a este Comité para anélise ética, foi considerado:
(X ) Aprovado, sendo que este projeto devera permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta Secretaria.
{ ) Com pendéncia (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificagbes sugeridas, e iniciar a coleta

de dados somente apos a aprovagdo do projeto por este Comité.
() Nao-Aprovado

Comentario:

- Cabe a0 pesquisador elaborar e apresentar ao CEUA-UNINOVE, o relatorio final sobre a pesquisa (Lei Procedimentos
para o Uso Cientifico de Animais - Lei N°® 11,794 -8 de outubro de 2008).

Sao Paulo, 07 de maio de 2015

Prof. Dra. Katié De Angelis
Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho
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