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RESUMO 
 

Introdução: A relação entre o enfisema e a lesão pulmonar aguda (LPA) ainda não 

está bem definida. O objetivo deste estudo foi comparar a gravidade da LPA em 

resposta à instilação intratraqueal de lipopolissacáride (LPS) em ratos com e sem 

enfisema. Métodos: Vinte e quatro ratos Wistar machos adultos foram 

randomizados para quatro grupos: grupo controle (G-C), grupo LPA (G-LPA), grupo 

enfisema (G-E) e grupo enfisema com LPA (G-E-LPA). O enfisema foi induzido por 

instilação intratraqueal de elastase (12 UI). Após três semanas, os animais dos 

grupos LPA receberam LPS intratraquealmente (2 mg/Kg). A eutanásia e as 

seguintes análises foram realizadas 24 horas após a indução de LPA: medidas dos 

gases sanguíneos, lavado broncoalveolar (LBA), expressão de RNAm de 

mediadores inflamatórios e histologia pulmonar. Resultados: Os animais dos grupos 

G-LPA (0,55 ± 0,15) e G-E-LPA (0,69 ± 0,08) apresentaram maior score de LPA em 

relação ao G-C (0,12 ± 0,04) e G-E (0,60 ± 0,04) (p <0,05). A contagem total de 

células (G-E = 3,09 ± 0,83; G-LPA = 4,45 ± 1,90; G-E-LPA = 5,90 ± 2,10; G-C = 0,73 

± 0,37 x 105) e de neutrófilos (G-E = 0,69 ± 0,35; G-LPA = 2,53 ± 1,09, G-E-LPA = 

3,86 ± 1,40; G-C = 0,09 ± 0,07 x 105) no LBA foram maiores nos grupos G-E, G-LPA 

e G-E-LPA quando comparados ao G-C (p <0,05) . As expressões de RNAm de IL-6, 

TNF-α e CXCL2 foram maiores nos animais que receberam LPS (G-LPA e G-E-LPA) 

em comparação com G-C e G-E (p <0,05). Embora não haja diferenças estatísticas 

entre os animais com e sem enfisema em resposta à instilação de LPS, observou-se 

uma tendência de maior score de LPA e celularidade no LBA no G-E-LPA. O G-E-

LPA também mostrou uma razão LBA/albumina sérica aumentada. Conclusão: A 

presença de enfisema foi associada a uma tendência de aumento da resposta 

inflamatória pulmonar secundária à instilação intratraqueal de LPS. 

 

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

Lipopolissacarídeo.Intratraqueal. 
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ABSTRACT 
 

Introduction: The response of lungs with emphysema to an acute lung injury (ALI) 

remains unclear. The aim of this study was to compare the severity of ALI in 

response to intratracheal instillation of lipopolysaccharide (LPS) in rats with and 

without emphysema. Methods: Twenty four adult male Wistar rats were randomized 

to four groups: control group (C-G), ALI group (ALI-G), emphysema group (E-G), 

emphysema and ALI group (E-ALI-G). The emphysema was induced by intratracheal 

instillation of elastase (12 UI). After three weeks, the animals of ALI groups received 

LPS intratracheally(2 mg/Kg). Euthanasia and the following analysis were performed 

24 hours after ALI induction: blood gas measures, bronchoalveolar lavage (BAL), 

mRNA expression of inflammatory mediators and lung histology. Results: The 

animals of ALI-G (0.55 ± 0.15) and E-ALI-G (0.69 ± 0.08) showed a higher ALI score 

compared to C-G (0.12 ± 0.04) and E-G (0.16 ± 0.04) (p <0.05). Total cell count (E-G 

= 3.09 ± 0.83; ALI-G = 4.45 ± 1.90; E-ALI-G = 5.90 ± 2.10; C-G = 0.73 ± 0.37 x 105) 

and neutrophil count (E-G = 0.69 ± 0.35; ALI-G = 2.53 ± 1.09; E-ALI-G = 3.86 ± 1.40; 

C-G = 0.09 ± 0.07 x 105) in the BAL were higher in the groups E-G, ALI-G and E-ALI-

G when compared to C-G (p <0.05). The IL-6, TNF-α, and CXCL2 mRNA 

expressions were higher in the animals that received LPS (ALI-G and E-ALI-G) 

compared to the C-G and E-G (p <0.05). Although there were no statistical 

differences between the animals with and without emphysema in response to LPS 

instillation, we observed a trend of higher ALI score and BAL cellularity in the E-ALI-

G. The E-ALI-G also showed an increased BAL/serum albumin ratio. Conclusion: 
The presence of emphysema was associated with a trend of increase in the 

inflammatory pulmonary response to intratracheal LPS instillation. 

 

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

Intratracheal. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é uma enfermidade que se 

caracteriza pela obstrução ao fluxo aéreo, a qual decorre de alterações estruturais 

das pequenas vias aéreas e/ou do parênquima pulmonar, cujas participações podem 

variar entre os pacientes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). A DPOC é 

altamente prevalente e também apresenta  alta morbidade e mortalidade. Ela causa 

expressivos impactos econômicos e sociais, com perspectiva de ser a quinta causa 

de aposentadoria por doença no mundo, em 2020 (SEEMUNGAL; HURST; 

WEDZICHA, 2009).  

Um dos componentes da DPOC é o enfisema, caracterizado por 

alargamento dos espaços aéreos distais com redução da força elástica do 

parênquima e destruição das paredes das vias aéreas, devido ao desequilíbrio 

protease-antiprotease, levando à quebra do parênquima pulmonar, mecanismo 

fundamental na patogênese do enfisema. Há, portanto, intensa perda de tecido 

elástico, lesão de célula epitelial e endotelial e reparação limitada (MACNEE, 2007). 

No enfisema, ocorre ativação das imunidades inata e adquirida, através da 

ativação de receptores Toll-like (TLRs) nas células epiteliais e macrófagos presentes 

nos alvéolos. A ativação desses receptores aumenta a expressão do fator nuclear 

Kappa B nessas células, fator que pode modular a taxa de transcrição de muitas 

citocinas pró-inflamatórias, responsáveis pelo recrutamento de neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos CD8+ (DI STEFANO et al., 2002; BAINES; SIMPSON; 

GIBSON, 2011). Este estado inflamatório não se restringe aos pulmões, sendo 

evidenciados níveis elevados de citocinas no soro desses pacientes 

(BAINES;SIMPSON; GIBSON, 2011; AGUSTI et al., 2012). Além disso, alguns 
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estudos sugerem comprometimento da resposta imune, sobretudo a inata, em 

pacientes com enfisema, o que pode prejudicar a defesa contra a agressão de 

outros patógenos (SCHLEIMER, 2005; SHAYKHIEV; CRYSTAL, 2013). Essas 

alterações imunológicas pulmonares e sistêmicas podem interferir na lesão 

pulmonar aguda (LPA) presente na síndrome do desconforto respiratório agudo 

(SDRA), visto que esta também decorre de respostas imunes e inflamatórias com 

consequente lesão da membrana alvéolo-capilar. 

A SDRA é uma condição de insuficiência respiratória aguda decorrente da 

lesão, de natureza inflamatória e difusa, da barreira constituída pelo epitélio alveolar 

e pelo endotélio, a qual determina aumento da permeabilidade vascular e disfunção 

do sistema surfactante, resultando em edema e colapso pulmonar, com consequente 

redução das unidades alveolares aeradas (WARE; MATTHAY, 2000). A lesão 

inflamatória que resulta na SDRA pode ser secundária a uma agressão direta dos 

pulmões ou a uma agressão sistêmica, sendo denominadas, respectivamente, de 

SDRA pulmonar e extrapulmonar (PELOSI et al., 2003). Independentemente se a 

lesão é originalmente pulmonar ou sistêmica, a SDRA apresenta um padrão 

temporal de evolução, constituída de uma fase exsudativa aguda e uma fase 

fibroproliferativa (THILLE et al., 2013; LORENTE et al., 2015). 

A relação entre enfisema e LPA já foi estudada em alguns modelos 

experimentais que têm sido utilizados para o estudo dos mecanismos associados 

com a patogênese da DPOC e da SDRA, respectivamente. Estudos que avaliaram a 

resposta inflamatória em pulmão de animais com enfisema e LPA mostraram-se 

divergentes. Tokairin et al. (2008) observaram que camundongos com enfisema 

induzido por elastase apresentaram, após a inoculação intratraqueal de 

Streptococus pneumoniae, resposta inflamatória mais intensa. Por outro lado, Inoue 
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et al. (2003), com o mesmo modelo, observaram menor resposta inflamatória 

pulmonar e persistência bacteriana prolongada, tanto no pulmão quanto no soro, 

entre os animais com enfisema. O primeiro estudo aponta para um 

comprometimento da resposta imune local no enfisema, que compromete o 

clearance de patógenos no pulmão. Entretanto, a inflamação em resposta à 

agressão inalada é mais exuberante nesses animais, o que pode significar maior 

propensão ao desenvolvimento de LPA no pulmão enfisematoso. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

 

 

2.1 DOENÇA PULMONAR OBSTRUTIVA CRÔNICA 

 

 

A DPOC é uma enfermidade que se caracteriza pela obstrução ao fluxo 

aéreo, a qual decorre de alterações estruturais das pequenas vias aéreas e/ou do 

parênquima pulmonar, cujas participações podem variar de paciente para paciente 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). A iniciativa global para DPOC (GOLD), 

em sua última versão publicada em 2016, define-a, de forma descritiva, como uma 

“condição comum, passível de prevenção e tratamento, caracterizada por limitação 

persistente ao fluxo aéreo, geralmente progressiva, associada a uma resposta 

inflamatória crônica aumentada nas vias aéreas e pulmões a partículas ou gases 

nocivos”. Na definição, o documento ainda cita que exacerbações e comorbidades 

contribuem para a gravidade geral do quadro dos pacientes (GOLD, 2016). 

Trata-se de uma doença comum, cuja prevalência varia de região para 

região, sobretudo em função da prevalência do tabagismo, que é seu principal fator 

de risco (BUIST; VOLLME; MCBURNIE, 2008). Sua prevalência sofre também 

variações entre os diferentes estudos em função dos critérios usados para seu 

diagnóstico, que podem ir desde questionários padronizados até a realização de 

espirometria (HALBERT et al., 2006; MENEZES et al., 2008). No Brasil, a 

prevalência da DPOC, avaliada na cidade de São Paulo pela aplicação de 

questionários e espirometria em indivíduos com idade acima de 40 anos, foi de 18% 

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

2008). 

Além de elevada prevalência, a DPOC apresenta altas morbidade e 

mortalidade. Ela causa expressivos impactos econômicos e sociais, com perspectiva 

de ser a quinta causa de aposentadoria por doença no mundo, em 2020 

(SEEMUNGAL; HURST; WEDZICHA, 2009). Atualmente a DPOC é a quarta causa 

de morte no mundo, havendo projeções de que se torne a terceira até 2020 (BAKKE 

et al., 2011; GOLD, 2016). 

A DPOC envolve dois espectros, a bronquite crônica e o enfisema pulmonar, 

em função do predomínio de acometimento das vias aéreas ou do parênquima 

pulmonar. A bronquite crônica classicamente é caracterizada com bases clínicas, 

sendo definida pela presença de tosse produtiva crônica por pelo menos três meses, 

durante dois anos consecutivos. Já o enfisema tem sido caracterizado em bases 

morfológicas, sendo definido pela presença de destruição e alargamento dos 

espaços aéreos distais, como bronquíolos respiratórios, ductos alveolares e paredes 

alveolares, com consequente aumento do espaço morto alveolar (GOLD, 2016). 

A bronquite crônica resulta de uma resposta inflamatória exagerada a 

estímulos ambientais nocivos, principalmente a fumaça de cigarro (BARNES, 2004; 

KIM et al., 2015). O epitélio das vias respiratórias é heterogêneo, contendo células 

ciliadas, células secretoras e células basais, além de uma barreira física mucociliar. 

A fumaça do cigarro e outros agentes ativam as células epiteliais brônquicas 

diretamente ou indiretamente, pela expressão de receptores como os Toll-like 

(TLRs), levando à liberação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, tais como 

interleucina (IL)-6, IL-8, fator de necrose tumoral (TNF)-α, proteína quimiotática de 

monócitos (MCP)-1, proteína inflamatória de macrófagos (MIP)-1, proteína induzida 
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por interferon gama (INF-y), IL-10 e mediadores derivados do ácido araquidônico 

(prostaglandinas) (SWAMY et al., 2010; NOAH; ZHOU; JASPERS, 2012; MÜLLER; 

JASPERS, 2012). Estes mediadores recrutam células inflamatórias, incluindo 

macrófagos, neutrófilos, linfócitos T CD8+, linfócitos B e células dendríticas, as quais 

secretam mediadores adicionais, como espécies reativas de oxigênio e enzimas 

proteolíticas (elastase de neutrófilos, metaloproteinases de matriz), além de novas 

citocinas, amplificando a inflamação e contribuindo para as alterações teciduais que 

caracterizam a doença (MACNEE, 2007). 

Nas vias aéreas de maior calibre, as células e as citocinas inflamatórias 

induzem a hiperplasia das células caliciformes e a ativação das células basais, com 

mudança da via de diferenciação, surgindo metaplasias escamosa e mucosa, o que 

resulta na hipersecreção, marcada clinicamente pela presença de tosse e produção 

de escarro (PARK et al., 2007; KIM et al., 2015). Já nas vias aéreas de menor 

calibre (<2 mm), sobretudo bronquíolos, as alterações mais marcantes são o 

espessamento da parede em função de infiltrado inflamatório, constituído por 

neutrófilos, macrófagos e linfócitos T CD8+ (HASEGAWA et al., 2006; HOGG, 2004).  

Ao mesmo tempo, citocinas imunomoduladoras, como IL-10 e IL-13, e proteínas 

expressas no epitélio das vias aéreas (catelicidina) atuam sobre este processo 

inflamatório e ativam o reparo através de fatores de crescimento produzidos por 

epitélio (fator de crescimento do fibroblasto – FGF e fator de crescimento 

transformador-TGF), que são capazes de ativar fibroblastos subepiteliais com o 

aumento da deposição de colágeno. Essas alterações caracterizam o 

remodelamento das pequenas vias aéreas e são responsáveis pela obstrução não 

completamente reversível ao fluxo aéreo, clinicamente manifesta por dispneia, 
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sibilos e hiperinsuflação pulmonar (LEE et al., 2002; KRANENBURG et al., 2002; 

KRANENBURG et al., 2005; SUM et al., 2014). 

No enfisema, as mesmas exposições, sobretudo à fumaça do cigarro, 

induzem a ativação das imunidades inata e adquirida, através da ativação de TLRs 

nas células epiteliais e macrófagos presentes nos alvéolos. A ativação desses 

receptores aumenta a expressão do fator nuclear Kappa B nessas células, fator que 

pode modular a taxa de transcrição de muitas citocinas pró-inflamatórias, como IL-

1β, IL-6, IL-8, MCP-1 (proteína quimiotática de monócitos 1), TNF-α, ICAM-1, 

responsáveis pelo recrutamento de neutrófilos, macrófagos e linfócitos CD8+ (DI 

STEFANO et al., 2002; BAINES; SIMPSON; GIBSON, 2011). 

Os macrófagos alveolares são a principal linha de defesa frente às partículas 

inaladas e encontram-se aumentados (5 a 10 vezes) em pacientes com enfisema, 

em comparação com indivíduos saudáveis, provavelmente por recrutamento de 

monócitos da circulação em resposta às citocinas (MCP-1) (JONSSON et al., 1986). 

Apesar desta presença, os macrófagos alveolares dos pacientes com enfisema têm 

sua capacidade anti-inflamatória reduzida (PONS et al., 2005). 

Os neutrófilos também estão aumentados no enfisema e têm papel crucial 

na sua patogênese ao produzirem mediadores inflamatórios citotóxicos, proteases e 

espécies reativas do oxigênio (CAZZOLA; NOVELLI, 2010). Eles são recrutados 

para o parênquima a partir de mediadores secretados pelas células epiteliais, 

macrófagos alveolares e pelos próprios neutrófilos, com destaque para IL-8 e 

leucotrieno B4 (BARNES, 2004). A principal a ação dos neutrófilos no enfisema se 

dá pela libração de enzimas proteolíticas, como elastase neutrofílica, catepsina G, 

proteinase-3, metaloproteinases de matriz (MMP-8 e MMP-9), capazes de lesar a 

matriz extracelular, sobretudo suas fibras colágenas e elásticas (CHURG et al., 
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2007). Entre essas enzimas, destaca-se a elastase neutrofílica, que tem potente 

ação catalítica sobre a elastina (STOCKLEY; MANNINO; BARNES, 2009). A 

degradação da matriz extracelular, além de comprometer a integridade do 

parênquima, resulta no recrutamento de neutrófilos e monócitos, amplificando a 

inflamação (SHAPIRO et al., 2003; MIN et al., 2011). 

Além das proteases, as espécies reativas do oxigênio liberadas diretamente 

pela fumaça do cigarro ou por células inflamatórias (macrófagos e neutrófilos), 

atuam na destruição do parênquima, com redução das defesas antiproteolíticas, e 

na amplificação da inflamação (KIRKHAM; RAHMAN, 2006). A destruição do 

parênquima pulmonar resulta na perda de sustentação das pequenas vias aéreas, 

que se colabam, contribuindo para a obstrução ao fluxo aéreo. A redução do 

componente elástico secundária a essa destruição dificulta a exalação, favorecendo 

a hiperinsuflação. Essas duas alterações, obstrução ao fluxo aéreo e 

hiperinsuflação, manifestam-se clinicamente como dispneia (GOLD, 2016). 

Os linfócitos também estão aumentados no enfisema, sobretudo os CD8+ 

(MACNEE, 2007), e lesam o parênquima pela ação de perforinas, que criam poros 

nas células epiteliais, e de granzimas, que penetram nos poros e induzem apoptose 

(SAETTA et al., 2001). Em conjunto, as células inflamatórias, as proteases e as 

espécies reativas tóxicas do oxigênio induzem a apoptose de células epiteliais e 

endoteliais do parênquima pulmonar, o que contribui para o desenvolvimento do 

enfisema (HENSON; VANDIVIER; DOUGLAS, 2006). 

Por fim, um importante componente na gênese do enfisema é o 

remodelamento, deflagrado pelos próprios processos lesivos, com participação de 

peptídeos denominados fatores de crescimento (PARRA et al., 2007). Esses fatores, 

tais como TGF-β (fator de crescimento transformante β), VEGF (fator de crescimento 
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endotelial vascular), fator de crescimento derivado de plaquetas fator-B (PDGF-B), 

fator de crescimento epidérmico (EGF), promovem a formação de tecido de 

granulação, com proliferação de fibroblastos e músculo liso, além de angiogênese, 

na tentativa de reparo da lesão (KASAHARA et al., 2001; BARNES, 2008). 

Infelizmente a reparação não se dá de forma perfeita, havendo deposição excessiva 

de matriz extracelular, fibrose, formação de folículos linfoides, alterações epiteliais, 

com comprometimento da função do órgão, sobretudo com limitação ao fluxo aéreo 

(GOLD, 2016). 

 

2.2 MODELOS ANIMAIS DE ENFISEMA 

 

 

Modelos animais de enfisema têm sido utilizados para o estudo dos 

mecanismos associados com a patogênese da DPOC e para o desenvolvimento de 

novas terapias. Os modelos mais utilizados são aqueles baseados no desequilíbrio 

entre proteólise e antiproteólise. A indução do enfisema nestes modelos animais 

ocorre pela instilação de um agente com potencial proteolítico na via aérea, como a 

papaína, a elastase neutrofílica ou a elastase pancreática de porco (EPP) 

(YOKOYAMA et al., 1987; STONE et al., 1990; MACHADO et al., 2014). 

Alguns estudos mostraram que uma única instilação de EPP em ratos foi 

capaz de desenvolver enfisema panlobular (DAMON; MAUDERLY; JONES, 1982; 

YOKOYAMA et al., 1987). Em um destes estudos os autores avaliaram o efeito de 

diferentes doses de EPP na mortalidade, na função e na morfologia pulmonar em 

ratos. Foi observado que a dose única de 1.0 UI/g induziu um modelo satisfatório de 

enfisema pulmonar com alterações funcionais e morfológicas e com taxa de 
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mortalidade de 9% (DAMON; MAUDERLY; JONES, 1982). Outros estudos 

mostraram que, quando doses repetidas de EPP são administradas, os animais 

podem apresentar, além do enfisema, repercussões sistêmicas como perda de peso, 

intolerância ao exercício e alterações cardiovasculares (ANTUNES et al., 2014; 

LUTHJE et al., 2009).  

As alterações pulmonares ocasionadas pela elastase já foram bem descritas 

por alguns trabalhos. Hantos et al. (2008) avaliaram a mecânica respiratória após 

três semanas da instilação da EPP e observaram que nos animais com o enfisema 

ocorreu elevação do volume pulmonar associado com aumento do diâmetro alveolar, 

redução da elastância, mas sem alteração na resistência das vias aéreas. Além da 

quebra das fibras elásticas, a indução do enfisema por EPP pode afetar a matriz 

extracelular, que tem a função de sustentação das estruturas alveolares e tem como 

principais componentes a elastina, o colágeno e as proteoglicanas (MORRIS et al., 

1986; DUNSMORE; RANNELS, 1996; FERNANDES; BONACCI; STEWART, 2006). 

Neste sentido, Kononov et al. (2001) observaram que as forças mecânicas durante a 

respiração são capazes de causar alteração no remodelamento da malha de 

colágeno o que contribui para a progressão do enfisema. Van de Lest et al. (1995)  

observaram que, entre três horas e sete dias após a exposição à elastase, ocorre 

destruição de proteoglicanas da matriz extracelular, 

Em um estudo recente, Skurikhin et al. 2016 observaram, em um modelo 

experimental de enfisema, que as alterações da matriz extracelular foram 

acompanhadas de mudança na microcirculação e nos tecidos conectivos por 

redução de precursores angiogênicos e células endoteliais. Paralelamente foi 

observado aumento das células de Clara e do nível de proteína secretada por estas 

células nos animais com enfisema. As células de Clara podem diferenciar-se em 
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células epiteliais ciliadas, restaurar o epitélio dos bronquíolos, absorver e decompor 

toxinas (RICHARDS; OREFFO; LEWIS, 1990). Este aumento das células de Clara 

foi atribuído a uma reação compensatória da degradação da matriz dos tecidos 

conectivos e da perda de células epiteliais pulmonar (SKURIKHIN et al., 2016). Os 

autores também observaram que o enfisema foi acompanhado por resposta 

inflamatória, confirmada por infiltrados de linfócitos, macrófagos e neutrófilos nos 

pulmões, além de aumento de citocinas inflamatórias sérica e tecidual após três, 

sete e 14 dias da indução.  

Outros trabalhos confirmaram a resposta inflamatória após a indução de 

enfisema por elastase em modelos experimentais em uma fase mais aguda. 

Vecchiola et al. (2011) estudaram a fase aguda da lesão induzida pela elastase 

(quatro e 12 horas) em ratos e encontraram um processo inflamatório caracterizado 

por quebra da barreira alvéolo-capilar, recrutamento de células no espaço alveolar e 

aumento de citocinas. Na análise histológica, encontraram características de dano 

alveolar difuso, como infiltrado de polimorfonucleares e deposição de membrana 

hialina. Van de Lest et al. (1995) encontraram achados semelhantes após três horas 

de instilação intratraqueal de EPP em ratos. 

Apesar dos resultados confirmarem a indução do enfisema após a instilação 

de elastase, estes modelos não estão associados com a instalação de bronquite 

crônica e, consequentemente, não reproduzem completamente a DPOC 

(MIRAVITLLES; CALLE; SOLER-CATALUNA, 2012). 
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2.3 SÍNDROME DO DESCONFORTO RESPIRATÓRIO AGUDO 

 

 

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

insuficiência respiratória aguda decorrente da lesão, de natureza inflamatória e 

difusa, da barreira constituída pelo epitélio alveolar e pelo endotélio, a qual 

determina aumento da permeabilidade vascular e disfunção do sistema surfactante, 

resultando em edema e colapso pulmonar, com consequente redução das unidades 

alveolares aeradas. Essas alterações determinam achados clínicos, radiográficos e 

funcionais que compõem o cenário clínico que permite o diagnóstico da síndrome 

(WARE; MATTHAY, 2000). 

Os atuais critérios utilizados para o diagnóstico de SDRA foram definidos em 

2012, na chamada Conferência de Berlim, e incluem: 1. instalação aguda, dentro de  

sete dias; 2. presença de opacidades alveolares bilaterais na radiografia ou 

tomografia computadorizada de tórax, não completamente explicadas por derrame 

pleural, atelectasias ou nódulos; 3. falência respiratória não completamente 

explicada por insuficiência cardíaca ou hipervolemia, podendo ser necessária 

avaliação objetiva (ex. ecocardiograma) para excluir edema hidrostático caso 

nenhum fator de risco tenha sido identificado; 4. hipoxemia definida por PaO2/FIO2 

menor que 300 cmH2O, estando o paciente recebendo pressão positiva no final da 

expiração (PEEP) ou pressão positiva contínua nas vias aéreas (CPAP) de pelo 

menos 5 cmH2O. De acordo com a intensidade da hipoxemia, a SDRA pode ser 

classificada em: leve, com PaO2 entre 300 e 200 cmH2O (com PEEP ou CPAP ≥ 5 

cmH2O); moderada, com PaO2 entre 200 e 100 cmH2O (com PEEP ≥ 5 cmH2O); e 
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grave, com PaO2 menor que 100 cmH2O (com PEEP ≥ 5 cmH2O) (The ARDS 

Definition Task Force. RANIERI et al., 2012). 

A SDRA é uma condição relativamente comum, com incidência estimada 

entre 7 a 18 casos por 100.000 habitantes por ano (RUBENFELD et al., 2005; 

VILLAR et al., 2011). No Brasil, um estudo já utilizando os critérios da Conferência 

de Berlim para o diagnóstico de SDRA encontrou incidência de 6,3 casos por 

100.000 habitantes por ano (CASER et al., 2014). Trata-se também de uma 

condição grave, com taxas de mortalidade que ainda se situam entre 40% a 60%, a 

despeito de todos os avanços obtidos nas últimas décadas no tratamento do 

paciente crítico (PHUA et al., 2009; CASER et al., 2014). Em uma coorte 

prospectiva, conduzida em 45 UTIs brasileiras, com 773 pacientes ventilados por 

mais de 24 horas, a SDRA ocorreu em 31% dos pacientes, com mortalidade 

hospitalar de 52%, enquanto os pacientes que não apresentaram a síndrome 

tiveram mortalidade hospitalar de 37%. Em análise multivariada, a SDRA, em suas 

formas moderada e grave, constituiu-se em fator de risco isolado para óbito, com 

odds ratios de 1,92 (p = 0,002) e 2,12 (p = 0,045), respectivamente (AZEVEDO et 

al., 2013). 

Além de elevada mortalidade, a SDRA impõe grande morbidade a seus 

pacientes (HERRIDGE et al., 2016). Sua ocorrência implica em maior duração da 

ventilação mecânica e internação mais prolongada na UTI, períodos em que os 

pacientes encontram-se vulneráveis a agressões cumulativas, associadas não só à 

SDRA e suas condições precipitantes, mas também às manipulações terapêuticas e 

monitorizações a que são submetidos, com suas respectivas complicações, com 

destaque para a pneumonia associada à ventilação mecânica (KALIL et al., 2016) e 

a polineuropatia do paciente crítico (UNROE et al., 2010). Mais recentemente, 
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estudos têm demonstrado que mesmo após um a dois anos, pacientes que 

sobreviveram à SDRA apresentam comprometimento da função pulmonar e da 

capacidade física (WEINERT et al., 1997; DAVIDSON et al., 1999), limitações 

motoras decorrentes de problemas articulares e fraqueza muscular (HERRIDGE et 

al., 2011), distúrbios psiquiátricos como depressão, ansiedade, déficits cognitivos e 

de memória (DAVYDOW et al., 2009; WILCOX et al., 2013; PARKER et al., 2015), 

todos resultando em comprometimento importante da qualidade de vida. 

A lesão inflamatória que resulta na SDRA pode ser secundária a uma 

agressão direta dos pulmões ou a uma agressão sistêmica, sendo denominadas, 

respectivamente, de SDRA pulmonar e extrapulmonar (PELOSI et al., 2003). Dentre 

as causas pulmonares estão a pneumonia, aspiração de conteúdo gástrico, 

contusão pulmonar, embolia gordurosa, quase afogamento, inalação de gases 

tóxicos e edema de reperfusão. Já entre as causas sistêmicas destacam-se a sepse, 

choque circulatório, politrauma, trauma crânio-encefálico, múltiplas transfusões, 

pancreatite aguda, queimaduras, circulação extracorpórea e overdose de drogas 

(FOWLER et al., 1983; PEPE et al., 1982; PINHEIROet al., 2011). 

Independentemente se a lesão é originalmente pulmonar ou sistêmica, a 

SDRA apresenta um padrão temporal de evolução. Numa fase inicial, denominada 

exsudativa e que se estende ao longo da primeira semana de evolução, há o influxo 

de um edema alveolar rico em proteínas, decorrente da quebra da barreira alvéolo-

capilar, tanto em seu componente endotelial, quanto epitelial (THILLE et al., 2013; 

LORENTE et al., 2015). Ademais de contribuir para a ocorrência do edema alveolar, 

a lesão da barreira, sobretudo de seu componente epitelial, dificulta a reabsorção do 

edema formado, que poderia se dar por transporte ativo através das células 

epiteliais (MATTHAY; WIENER-KRONISH, 1990; WIENER-KRONISH et al., 1991). A 
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lesão dos pneumócitos tipo II compromete a produção do surfactante, levando ao 

colapso alveolar, também característico nesta fase inicial da síndrome, e a 

reparação do epitélio, que se dá por sua diferenciação em pneumócitos tipo I 

(GREENE  et al., 1999). 

A principal célula inflamatória envolvida nessa fase exsudativa são os 

neutrófilos, conforme demonstrado por acúmulo dessas células em lavado 

broncoalveolar (PITTET et al., 1997) ou tecido pulmonar obtidos de pacientes nos 

primeiros dias de evolução (BACHOFEN; WEIBEL, 1982; THILLE et al., 2013), bem 

como de diferentes modelos animais de lesão pulmonar aguda (MATUTE-BELLO, et 

al., 2011). Eles aderem-se à membrana alvéolo-capilar lesada e a ultrapassam, 

alcançando a luz alveolar preenchida pelo edema inflamatório (WARE; MATTHAY, 

2000). A atração e a ativação dos neutrófilos parecem ser mediadas por citocinas 

liberadas por macrófagos alveolares, como IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-α 

(WHEELER; BERNARD, 2007). Uma vez ativados, os neutrófilos liberam oxidantes, 

proteases, leucotrienos, fator de ativação plaquetária e outras moléculas 

inflamatórias, amplificando a lesão local (VADASZ; SZNAJDER, 2011). 

É nessa fase exsudativa que a SDRA apresenta sua maior expressão 

clínica. O edema e o colapso alveolar são responsáveis pela grave hipoxemia que 

estes pacientes apresentam. Esses alvéolos não ventilados continuam sendo 

perfundidos, o que determina áreas de baixa relação ventilação-perfusão (V/Q) e 

shunt, com consequente hipoxemia. Em situações extremas, as alterações na V/Q 

podem contribuir para a ocorrência de hipercapnia, embora esta seja uma alteração 

infrequente na SDRA (SHARP; MILLAR; MEDFORD, 2015; PAPAZIAN et al., 2016). 

Essas alterações também comprometem a mecânica pulmonar, com importante 

redução da complacência, decorrente do edema intersticial e alveolar e do colapso 
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alveolar. Essa redução de complacência resulta na necessidade de grandes 

pressões para abertura, durante a inspiração, das unidades fechadas (JANZ; WARE, 

2014). Outra alteração funcional comum na SDRA é a hipertensão pulmonar 

secundária, sobretudo, à vasoconstrição dos vasos pulmonares adjacentes aos 

alvéolos não ventilados, portanto com baixas tensões de oxigênio (RYAN; FROLICH, 

2014). Em conjunto, essas alterações são responsáveis pelas manifestações 

clínicas da SDRA, caracterizada por dispneia, taquipneia e sinais de maior esforço 

ventilatório, achados que se somam àqueles associados à condição de base que 

originou a lesão pulmonar. Completam o quadro a hipoxemia e suas manifestações 

e os achados de imagem de edema e colapso alveolar. 

A segunda fase da SDRA é denominada fibroproliferativa, cujas alterações, 

embora possam iniciar-se já na primeira semana, são mais marcantes nas segunda 

e terceira semanas de evolução (THILLE et al., 2013). Nesta fase há acúmulo de 

miofibroblastos e produção de matriz extracelular no interior dos alvéolos, que ficam 

preenchidos por tecido conjuntivo frouxo, com neoformação vascular associada. Nas 

paredes alveolares ocorre hiperplasia de pneumócitos tipo II e acúmulo de colágeno 

e fibronectina (ROCCO et al., 2009). A essa fase, em alguns pacientes, segue-se a 

ocorrência de fibrose, descrita como presente em até 55% dos casos de necropsia 

realizada em pacientes que faleceram após três semanas de evolução (MEDURI, 

1993). Por outro lado, estudos que seguem os pacientes que sobreviveram ao 

processo, mostram recuperação funcional e resolução das alterações tomográficas 

ao longo de um ano, mostrando a reversibilidade das alterações (HERRIDGE et al., 

2003). 

A intensidade da fase proliferativa e sua evolução para fibrose e não para 

resolução imediata parecem ser fatores de pior prognóstico na SDRA. Ela decorre 
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da migração de fibroblastos e de outras células mesenquimais, como os 

miofibroblastos, para as áreas lesadas e da secreção, pelos mesmos, de colágeno e 

outras proteínas da matriz extracelular (ROCCO et al., 2009). A migração e ativação 

dos fibroblastos parecem ser mediadas pelos macrófagos alveolares, que se 

encontram aumentados nessa fase da SDRA e produzem mediadores inflamatórios 

(IL-10, IL-4, IL-13) e de crescimento (fator de crescimento transformador β e α (TGF-

β   e TGF-α); fator de necrose tumoral,TNF-α; fator de crescimento derivado de 

plaquetas, PDGF; fator de crescimento de fibroblastos, FGF; fator de crescimento 

insulina-like, IGF) (HENKE et al., 1993). Cria-se assim um desbalanço entre 

moléculas pró-fibróticas, sobretudo TGF-β, e antifibróticas, como PGE2 e interferon-

y (INF-y), com predomínio das primeiras (MADTES et al., 1998). 

Mais recentemente tem sido reconhecido o papel da lesão epitelial na 

evolução da SDRA para a fase fibroproliferativa e fibrose. O desnudamento do 

epitélio é reparado por pneumócitos tipo II, que podem se diferenciar em 

pneumócitos tipo I ou em fibroblastos, e por células mesenquimais (KIM et al., 2006). 

Além da lesão direta, os pneumócitos tipo II sofrem apoptose induzida sobretudo por 

TGF-β, dificultando a reconstituição epitelial, favorecendo a fibroproliferação 

(KUWANO et al., 2007). O reconhecimento da intensidade da fase fibroproliferativa 

como marcador de gravidade abre perspectivas para utilização de alguns 

marcadores evolutivos da SDRA, com destaque para o pró-colágeno tipo-III, cuja 

expressão está aumentada em formas mais graves ou quando a ventilação 

mecânica está sendo ofertada de forma lesiva (GARCIA et al., 2004). 
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2.4 MODELOS ANIMAIS DE LESÃO PULMONAR AGUDA 

 

 

Modelos animais de LPA têm sido utilizados para o estudo da patogênese da 

SDRA, bem como os efeitos de novos tratamentos e estratégias ventilatórias. O 

modelo animal de LPA deve englobar idealmente uma ou mais características 

observadas na LPA em humanos, como início rápido após o insulto, 

comprometimento funcional pulmonar, evidência de lesão no parênquima pulmonar 

por meio da histologia, resposta inflamatória e aumento da permeabilidade da 

membrana alveolocapilar. Como existe baixa probabilidade de se encontrar todas 

estas alterações em um modelo animal de LPA, a principal consideração para a sua 

escolha deve ser o objetivo da pesquisa experimental a ser abordada (MATUTE-

BELLO et al., 2011). 

Entretanto, nenhum destes modelos consegue apresentar todas as 

características da SDRA observadas nos humanos. Existem importantes diferenças 

entre modelos experimentais e humanos quanto à anatomia, fisiologia, imunologia e 

também quanto ao contexto em que ocorre a LPA. Roedores têm a parede alveolar 

e a barreira alvéolo-capilar menos espessas quando comparados aos humanos e 

suas vias aéreas apresentam menor número de ramificações até o bronquíolo 

terminal (HOFMANN; KOBLINGER; MARTONEN, 1989). Ratos possuem menos 

neutrófilos e esses produzem menos espécies reativas de oxigênio (JOHNSON et 

al., 1999). Segundo as recomendações de um comitê organizado pela American 

Thoracic Society, o quadro de LPA em um modelo animal deve ser definido quando 

pelo menos três dos seguintes achados estiverem presentes: evidência histológica 



31 
 
de lesão tecidual, alteração na barreira alvéolo-capilar, presença de resposta 

inflamatória e evidência de disfunção fisiológica (MATUTE-BELLO et al., 2011). 

Vários modelos são utilizados para induzir a LPA em animais, sendo que a 

lesão pulmonar induzida pela ventilação (LPIV), a instilação de bactérias vivas e a 

administração de endotoxina representam os que têm sido mais comumente 

utilizados (MATUTE-BELLO et al., 2011). Outros modelos incluem ácido oleico por 

via intravenosa, hiperóxia, aspiração de ácido clorídrico, depleção de surfactante, 

isquemia e reperfusão, ligação e perfuração do ceco, entre outros (MATUTE-BELLO 

et al., 2008). 

Nos modelos de LPIV é empregada a ventilação mecânica com volume 

corrente (VT) elevado e/ou altas pressões inspiratórias, com o uso ou não de 

pressão positiva no final da expiração (MATUTE-BELLO et al., 2011). Estes modelos 

apresentam características típicas de lesão tecidual como: espessamento intersticial, 

infiltrados de neutrófilos nos alvéolos, aumento da permeabilidade capilar, 

recrutamento de células inflamatórias, além de hipoxemia (TSUNO et al., 1991; 

PARKER et al., 1998; YOSHIKAWA et al., 2005; LOPEZ-AGUILAR et al., 2010; 

REIS et al., 2016). No estudo conduzido por HENZLER et al. (2011), os autores 

observaram que o dano alveolar difuso ocorre de forma mais significativa no modelo 

de LPIV, quando comparado com outros dois modelos de LPA (aspiração de ácido e 

depleção de surfactante). 

A inalação por aerossol, instilação intranasal direta, endotraqueal ou 

endobrônquica de bactérias representam modelos amplamente utilizados para o 

estudo de pneumonia em animais por gerar uma infecção pulmonar. Estes modelos 

são acompanhados de lesão tecidual e inflamação (MIZGERD; SKERRETT, 2008). 
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O modelo animal que emprega a endotoxina de bactéria gram-negativa, o 

lipopolissacáride (LPS), simula a LPA na septicemia, quando administrado pelas vias 

peritoneal e venosa, e na pneumonia, quando administrado por via direta, 

intratraqueal. O LPS é um lipoglicídeo encontrado na membrana externa, sendo 

responsável por modelar a lesão causada por infecção bacteriana (MATUTE-BELLO 

et al., 2008). Quando o LPS é administrado em animais por via intratraqueal, 

endovenosa ou intraperitoneal, é capaz de reproduzir a lesão à membrana alvéolo-

capilar, com aspectos semelhantes à SDRA em humanos (BECK-SCHIMMER et al., 

2005; KABIR et al., 2002; LIU; HSU; CHEN, 2007). 

O modelo de endotoxina é acompanhado de lesão tecidual considerável, o 

que pode ser evidente em curto intervalo de tempo e é caracterizado por acúmulo de 

neutrófilos no espaço alveolar e intersticial, espessamento de parede e presença de 

edema e debri protéico no espaço alveolar (MEYRICK et al., 1983; ROTTA; 

STEINHORN, 1998; FONSECA, 2015). Este modelo é acompanhado de resposta 

inflamatória sistêmica e pulmonar precoce de forma mais robusta em relação ao 

modelo de LPIV (LOPEZ-AGUILAR et al., 2010). O início da resposta inflamatória e 

o aumento da permeabilidade epitelial neste modelo estão associados à ativação da 

resposta imune inata pelo receptor TLR4 (MARTIN; MATUTE-BELLO, 2011). Logo 

após a instilação intratraqueal de LPS, ocorre aumento de células no lavado 

broncoalveolar e elevação de citocinas como TNF-α, IL-6, IL-8, entre outras 

(MATUTE-BELLO et al., 2008). 

No estudo conduzido por Domenici-Lombardo et al. (1995), foi avaliado o 

desenvolvimento da LPA, após 12, 24 e 48 horas da instilação intratraqueal de LPS 

em ratos, utilizando parâmetros morfológicos e hematológicos, além de imagens por 

tomografia computadorizada. Após 12 horas, foram observados neutrófilos nos 



33 
 
capilares do septo interalveolar e monócitos tanto no interior dos capilares quanto no 

espaço intersticial. Com 24 horas, o quadro se alterou progressivamente e cursou 

com hipoxemia, hipercapnia e acidose, infiltrado difuso e heterogêneo bilateral na 

tomografia computadorizada e macrófagos no espaço alveolar. Após 48 horas, os 

neutrófilos estavam presentes no interstício septal e os macrófagos eram numerosos 

no alvéolo, onde também se observou deposição de fibrina. Estes autores ainda 

observaram pela microscopia eletrônica que o recrutamento de monócitos do 

sangue, seguido da sua diferenciação em macrófagos, ocorre rapidamente após a 

instilação de LPS, liberando citocinas quimioatrativas para neutrófilos. 

 

 

2.5 INTERAÇÃO ENTRE ENFISEMA E SÍNDROME DO DESCONFORTO 

RESPIRATÓRIO AGUDO 

 

 

O enfisema, como já discutido, é uma doença de natureza inflamatória, fato 

comprovado pela presença de número aumentado de leucócitos no escarro e na 

biópsia pulmonar de pacientes com este diagnóstico (FINKELSTEIN et al., 1995; 

RETAMALES et al., 2001; BAINES; SIMPSON; GIBSON, 2011). Na verdade este 

estado inflamatório não se restringe aos pulmões, sendo evidenciados níveis 

elevados de citocinas no soro desses pacientes (WOUTERS; CREUTZBERG; 

SCHOLS, 2002; KARADAG et al., 2008; BAINES; SIMPSON; GIBSON, 2011; 

AGUSTI et al., 2012). 

A despeito do aumento das células inflamatórias nos pulmões e das 

citocinas no sangue, alguns estudos sugerem comprometimento da resposta imune, 
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sobretudo a inata, em pacientes com enfisema, o que pode prejudicar a defesa 

contra a agressão de outros patógenos (SCHLEIMER, 2005; SHAYKHIEV; 

CRYSTAL, 2013). Isso acontece, por exemplo, em relação aos macrófagos, que são 

células que têm a função de reconhecer e fagocitar partículas patogênicas inaladas 

e células apoptóticas e, a partir daí, ativar a resposta imune (BARNES, 2004). No 

enfisema, os macrófagos, apresentam capacidade reduzida para fagocitar e depurar 

células apoptóticas e patógenos comuns na DPOC como Haemophilus influenzae, 

Escherichia coli e Streptococus pneumoniae, (HODGE et al., 2003; BERENSON et 

al., 2006; PANG et al., 2008; TAYLOR et al., 2010). Eles ainda exibem menor 

capacidade de liberar citocinas, tais como TNF-α, IL-1β, IL-8 e IL-10, quando 

estimulados por antígenos bacterianos (BERENSON et al., 2006), e de promover 

quimiotaxia de neutrófilos quando estimulados por LPS (KAUR; SINGH, 2013). 

A função neutrofílica também está prejudicada na DPOC, havendo menor 

capacidade quimiotática (SAPEY et al., 2011) e maior liberação de proteinases após 

ativação, o que contribui com maior lesão tecidual a partir de um estímulo nocivo 

(OWEN et al., 1995). Outras alterações nas células inflamatórias na DPOC incluem: 

maior predisposição a apotose dos linfócitos T (HODGE et al., 2003), menor 

atividade citotóxica de células natural killer, menor capacidade de fagocitose de 

monócitos e neutrófilos circulantes (PRIETO et al., 2001). 

Essas alterações imunológicas pulmonares e sistêmicas presentes no 

enfisema podem interferir na LPA presente na SDRA, visto que esta também 

decorre de respostas imunes e inflamatórias a partir de insultos pulmonares ou 

sistêmicos, com consequente lesão da membrana alvéolo-capilar. Estudos mostram 

que o tabagismo ativo pode levar a alterações no epitélio e endotélio pulmonar 

semelhantes às que ocorrem na SDRA (JONES et al., 1980; LI et al., 1996) e, 
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epidemiologicamente, já se demonstrou a associação entre tabagismo e a 

ocorrência de SDRA (CALFEE et al., 2011; TOY et al., 2012). Outros autores 

encontraram a DPOC como fator associado a maior incidência de SDRA 

(VEERAVAGU et al., 2013; RINCON et al., 2014; VEERAVAGU et al., 2014).  

A relação entre enfisema e LPA já foi estuda em alguns modelos 

experimentais. Tokairin et al. (2008) observaram que camundongos com enfisema 

induzido por elastase apresentaram, após a inoculação intratraqueal de 

Streptococus pneumoniae, resposta inflamatória mais intensa, com maior expressão 

dos receptores TLR-2 e TLR-4 nos macrófagos alveolares. Por outro lado, Inoue et 

al. (2003), com o mesmo modelo, observaram menor resposta inflamatória pulmonar 

e persistência bacteriana prolongada, tanto no pulmão quanto no soro, entre os 

animais com enfisema. Outros autores mostraram que animais com enfisema 

apresentam menor capacidade de depuração de Haemophilus influenzae, quando 

instilados por via traqueal, mesmo que apresentem maior resposta inflamatória 

(PANG et al., 2008; SAJJAN et al., 2009; WANG et al., 2010; GANESAN et al., 

2012). Esses estudos apontam para comprometimento da resposta imune local no 

enfisema, que afeta o clearance de patógenos no pulmão. Entretanto, a inflamação 

em resposta à agressão inalada é mais exuberante nesses animais, o que pode 

significar uma maior propensão ao desenvolvimento de LPA no pulmão 

enfisematoso. 

Esses estudos experimentais e clínicos apontam para uma interação entre a 

presença de enfisema e a resposta pulmonar a insultos agudos. Entretanto, seus 

resultados não são homogêneos, o que nos motivou a avaliar a resposta à instilação 

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

 

 

H0: A presença de enfisema não influencia o desenvolvimento da LPA induzida por 

LPS intratraqueal. 

 

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

intratraqueal. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Comparar o desenvolvimento da LPA induzida por LPS intratraqueal em ratos 

Wistar com e sem enfisema induzido pela administração de elastase. 

 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Comparar o desenvolvimento da LPA induzida por LPS intratraqueal em 

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

 

a) Histopatologia pulmonar; 

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

c) Expressão do mRNA das citocinas IL-6, TNF-α, and CXCL2 no lavado 

broncoalveolar; 

d) Gasometria; 

e) Permeabilidade pulmonar.  
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5 MÉTODOS 

 

 

5.1 ANIMAIS 

 

 

Neste estudo experimental foram utilizados 24 ratos Wistar adultos, 

previamente saudáveis, com peso de 312,3 ± 31,9 g, provenientes do Biotério do 

Centro de Biologia da Reprodução da Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR – 

UFJF, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil). Os animais receberam cuidados segundo 

a diretriz do Conselho Nacional de Experimentação Animal (DIRETRIZ BRASILEIRA 

PARA O CUIDADO E A UTILIZAÇÃO DE ANIMAIS PARA FINS CIENTÍFICOS E 

DIDÁDITOS, 2013). O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da UFJF, protocolo número 026/2014 (ANEXO A). 

 

 

5.2 CONDIÇÕES DE ALOJAMENTO 

 

 

Todos os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, cobertas com 

camas de maravalha selecionada (não esterilizada), dotadas de cocho para ração do 

tipo peletizada e local para mamadeira com água filtrada. Cada gaiola abrigava três 

animais, que foram mantidos em armários climatizados (Alesco, Brasil) pelo período 

de uma semana antecedendo o procedimento experimental. Os armários 

localizavam-se em alojamento com lâmpadas incandescentes, controladas 
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automaticamente para acenderem às 6:00 h e apagarem às 18:00 h, mantendo um 

fotoperíodo de 12 horas de ambiente claro e 12 horas de ambiente escuro. Os 

animais receberam água e ração comercial ad libitum. 

 

 

5.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

 

5.3.1 Protocolo para indução de enfisema por elastase 

Para indução do enfisema, EPP foi administrada por via intratraqueal, 

conforme já descrito em estudos prévios (YOKOYAMA et al., 1987). O peso dos 

animais foi obtido (Balança Filizola MF 4006033, Brasil) para cálculo das doses das 

medicações utilizadas. A seguir os animais foram anestesiados com 80 mg/kg de 

ketamina (BioChimico, Brasil) e 8 mg/kg de xilazina (Rhobifarma, Brasil), ambas por 

via intraperitoneal. Estas doses foram suficientes para manter o animal em plano 

anestésico, caracterizado pela supressão do reflexo córneo-palpebral, por 

aproximadamente uma hora. 

Os animais já anestesiados foram colocados em decúbito dorsal em mesa 

cirúrgica aquecida (Heat Pad EFF422, Reino Unido). Os membros superiores foram 

fixados com fita adesiva a 90º em relação ao corpo e os inferiores, estendidos 

paralelamente ao corpo. Após o posicionamento, foi realizada a tricotomia da face 

ventral da região cervical e feita anestesia local com 0,3 ml de lidocaína a 2% sem 

vasoconstritor (Hipolabor, Brasil). Em seguida, foi feita uma incisão longitudinal 

medial na face ventral do pescoço, de aproximadamente 2 cm de extensão, com 

posterior divulsão dos tecidos. A traqueia foi exposta e puncionada com agulha 
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hipodérmica (13 X 4,5) para instilação, conforme a randomização, de 12 unidades de 

EPP (Elastase, Porcine Pancreas, Calbiochem, EUA) diluídas em 0,15 ml de solução 

tampão fosfato (PBS), ou do mesmo volume de PBS. A pele foi então suturada com 

fio Nylon 3-0 (Polysuture SP420, Brasil). Após a cirurgia, os animais foram 

observados até a recuperação anestésica e então acondicionados em gaiolas 

individuais onde receberam analgesia com 2 mg de tramadol (Cristália, Brasil) em 

biscoito a cada 12 horas por 48 horas. 

 

 

5.3.2 Protocolo para indução da lesão pulmonar aguda 

 

 

Três semanas após a administração da elastase, os animais foram 

novamente randomizados para receber, por via intratraqueal, LPS (Escherichia coli 

lipopolysaccharides - 055:B5, Sigma – Aldrich, Israel) na dose de 2 mg/Kg  (GROSS, 

Christine M. et al, 2015) ou o mesmo volume de solução fisiológica estéril a 0,9% 

(SF). Os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos 

anteriormente para a administração de EPP. 

 

 

5.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

A partir da randomização realizada para instilação intratraqueal de EPP ou 

PBS e para a infusão intratraqueal de LPS ou salina, foram constituídos quatro 

grupos (Figura 1): 
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a) grupo controle (G-C);  

b) grupo lesão pulmonar aguda (G-LPA); 

c) grupo enfisema (G-E);  

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

 

 

Ratos Wistar
n = 24

PBS 0,15 ml (i.t.)
n = 12

SF 0,5 ml (i.t.)
n = 6

LPS 2 mg/kg (i.t.)
n = 6

Grupo controle
(C-G)
n = 6

Grupo lesão 
pulmonar aguda

(G-LPA)
n = 6

EPP 12 UI (i.t.)
n = 12

SF 0,5 ml (i.t.)
n = 6

LPS 2 mg/kg (i.t.)
n = 6

Groupo enfisema
(G-E) 
n = 6

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

n = 6

Randomização

Randomização Randomização

 

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

pancreática porcina; i.t. = Intratraqueal; LPS = lipopolissacarídeo; PBS = solução 

tampão fosfato; SF = solução fisiológica. 

 

 

5.5 COLETA DE SANGUE ARTERIAL, EUTANÁSIA E REMOÇÃO DOS PULMÕES 
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Vinte e quatro horas após a administração do LPS, os animais foram 

novamente pesados, anestesiados e posicionados como descrito anteriormente. Foi 

feita a incisão medial na face ventral da região cervical com divulsão dos tecidos e 

exposição completa do terço proximal da traqueia. Com uma lâmina de bisturi 

número 23 (Maxicor, Brasil) foi feita uma incisão na traqueia, entre seus anéis de 

cartilagem, e imediatamente foi introduzida uma cânula de polietileno (PE 240, 

Intramedic®, Clay-Adams Inc., EUA), com 1,5 mm diâmetro interno e 7,5 cm de 

comprimento, fixada na porção proximal por fio seda 2.0 (Polysuture SP420, Brasil). 

A artéria carótida comum direita foi dissecada e canulada com cateter de polietileno, 

20 G (Arrow, EUA) com a finalidade de coletar sangue para a realização de 

gasometria arterial e administração de medicamentos.  

Os animais foram mantidos em posição supina e acoplados, através da 

traqueostomia, a ventilação mecânica (Inspira ASV, Harvard Apparatus, EUA). Foi 

realizado bloqueio neuromuscular com rocurônio (Eurofarma, Brasil) (1 mg/Kg) 

através do cateter inserido na carótida e os animais foram mantidos em ventilação 

mecânica, para estabilização, com os seguintes parâmetros: modo ventilatório 

volume-controlado, VT de 6 ml/Kg, frequência respiratória (FR) de 80 incursões por 

minuto, relação inspiração:expiração (I:E) de 1:2, FIO2 de 100% e PEEP de 5 

cmH2O. Ao término de 10 minutos de ventilação mecânica, foi coletado sangue pelo 

cateter inserido na carótida e os animais foram submetidos a eutanásia por 

exsanguinação através do mesmo cateter.  

Para manutenção dos pulmões insuflados após suas retiradas do tórax, foi 

realizada pausa inspiratória no ventilador e a traqueia foi ocluída por fio de algodão. 

O tórax foi aberto, a parede torácica anterior removida, a porção abdominal do 

esôfago identificada e isolada, sendo presa por uma pinça hemostática. As 
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estruturas do pescoço foram dissecadas, permitindo a liberação das vias aéreas. A 

pinça presa ao esôfago foi suavemente tracionada para cima, permitindo separar o 

conjunto coração-pulmão das demais estruturas aderidas à parede torácica 

posterior. Com todas as estruturas individualizadas, a traqueia foi seccionada acima 

do local ocluído pelo fio de algodão e, posteriormente, o esôfago e o coração 

separados dos pulmões e das vias aéreas por leve tração, restando apenas os 

pulmões e as vias aéreas. O brônquio fonte direito foi ocluído por um fio de algodão 

e o lobo superior do pulmão direito foi utilizado para o PCR e o inferior foi mantido 

insuflado para análise histológica, enquanto o pulmão esquerdo foi utilizado para o 

LBA.  

 

5.6 VARIÁVEIS ANALISADAS  

 

 

5.6.1 Histopatologia  

 

 

O lobo inferior do pulmão direito, mantido inflado, foi separado do restante 

do órgão e fixado em formaldeído tamponado a 10% por 72 horas. Posteriormente, 

as amostras foram submetidas a banhos em uma série crescente de álcool etílico e 

diafanizadas em xilol para posterior impregnação em parafina. Foram obtidos cortes 

longitudinais do parênquima pulmonar do lobo inferior, com 4 μm de espessura. 

Após a montagem do material em lâminas de vidro, os mesmos foram corados com 

hematoxilina-eosina para análise histopatológica do enfisema e da LPA. Foram 

realizados novos cortes no material histológico do grupo controle e grupo enfisema e 
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corados pelo o método de Verhoeff-Van Gieson para evidenciar as fibras elásticas. 

Os cortes histológicos foram desparafinadas, hidratadas e colocadas durante 15 

minutos em solução contendo 4ml de hematoxilina alcoolica 5%, 4ml cloreto férrico 

10% e 4ml de iodo de Verhoeff. Após a coloração, os cortes foram lavados em água 

corrente e em seguida realizada e diferenciação utilizando a solução de cloreto 

férrico 2% para evidenciar as fibras elásticas. Para contracorar foi utilizada a solução 

de Van Gieson durante 5 segundos. A solução de Van Gieson é constituída por: 360 

mL de ácido pícrico, 40 mL de fucsina ácida1%, 400 ml de água destilada. 

Posteriormente os cortes histológicos foram rapidamente desidratados em álcool 

etílico em graus crescentes, diafanizados através de xilol e cobertos por lamínulas 

As fibras elásticas nesta coloração aparecem em preto (BLACK, Peter N. et al, 

2008).  Todas as lâminas foram analisadas por um patologista sem conhecimento 

dos grupos experimentais.  

 

 

5.6.1.1 Morfometria para quantificação do enfisema pulmonar  

 

 

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

determinação do diâmetro alveolar médio (Lm) nas lâminas coradas com 

hematoxilina-eosina (DUNNILL, 1962). Foram analisados dez campos por animal, 

com aumento de 100X, sendo excluídos aqueles com predominância de grandes 

vasos ou brônquios. Um retículo composto por 50 retas e 100 pontos foi adaptado à 

ocular do microscópio de luz convencional (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) e cada 

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

seguinte fórmula (equação 1):  

 

Lm = Ltot 

         Li 

 

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

as estruturas alveolares interceptaram as retas. 

 

 

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

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

 

 

5.6.1.2 Avaliação da lesão pulmonar 
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Para avaliação da LPA, o escore de lesão pulmonar recomendado pela ATS 

(MATUTE-BELLO, et al., 2011) foi determinado utilizando o microscópio de luz 

convencional (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha). Neste escore foram avaliados os 

seguintes parâmetros: número de neutrófilos no interstício (incluindo aqueles 

próximos aos capilares); número de neutrófilos no espaço alveolar; formação de 

membrana hialina; presença de debri protéico no espaço alveolar (como filamentos 

de fibrina) e espessura da parede alveolar. Para obtenção do escore foram 

avaliados 20 campos diferentes em cada lâmina, com aumento de 400X, sendo que 

pelo menos 50% de cada campo deveria estar preenchido por alvéolos pulmonares. 

Os campos compostos predominantemente por brônquios ou grandes vasos foram 

excluídos da análise. Cada um dos cinco achados histológicos foi graduado de 

acordo com o esquema apresentado na tabela 1. Para gerar o escore, foi realizada a 

soma dos pontos obtidos em cada campo analisado, para cada uma das cinco 

variáveis independentes. Estes pontos foram usados em uma fórmula, que aplica 

pesos para cada variável, com base em sua relevância na caracterização da lesão 

pulmonar (equação 2). 

 

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

 Escore por campo 

Parâmetros 0 1 2 

A. Neutrófilos no espaço alveolar Nenhum 1-5 >5 

B. Neutrófilos no espaço intersticial  Nenhum 1-5 >5 

C. Membrana hialina Nenhum 1 >1 

D. Debri protéico preenchendo o espaço aéreo Nenhum 1 >1 

E. Espessamento do septo alveolar < 2x 2x-4x >4x 
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FONTE:MATUTE-BELLO, G. et al., 2011. 

 

Equação 2: 

Escore=
[(20×A)+(14×B)+(7×C)+(7×D)+(2×E)]

Número de campos ×100
 

5.6.2 Lavado broncoalveolar 

 

 

Para obtenção do LBA, o brônquio fonte esquerdo foi canulado e 5 ml de 

PBS contendo ácido etilenodiamino tetracético (10 nM) foram instilados e aspirados 

lentamente por três vezes. O LBA obtido foi centrifugado e submetido à contagem 

total e diferencial de células e à dosagem de albumina. 

A contagem total de leucócitos foi realizada em uma câmara de Neubauer 

sob microscópio óptico (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) após a diluição das 

amostras em uma solução de Turk (2% ácido acético). O sedimento de células foi 

diluído em PBS e depois corado pela técnica de May-Grunwald para contagem 

diferencial de células, sendo esta feita sobre um mínimo de 300 células. 

 

 

5.6.3 Extração de RNA ereal time PCR (qPCR) 

 

 

O lobos superiores direitos dos pulmões foram removidos e pequenos 

fragmentos foram obtidos. Estes fragmentos foram transferidos para criotubos para 

trabalhos em criogenia até -196ºC livres de RNase e DNase, DNA e inibidores de 

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

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matute-Bello%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21531958
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o RNA total, as amostras permaneceram congeladas em freezer -80ºC por 

aproximadamente 30 dias. Posteriormente foram descongeladas e seguiu-se a 

separação de fases por clorofórmio e isopropanol. A concentração de RNA extraído 

foi obtida utilizando o NanoDropTM 1000 Espectrofotômetro (Thermo Scientific, EUA). 

Em seguida, 2μg de RNA total foi transcrito a DNA complementar (cDNA) utilizando 

o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA), 

seguindo as orientações do fabricante. 

Para a reação de qPCR foram utilizados primers dos genes: IL-6, TNF-α e 

CXCL2. Todos os primersforam desenhados em diferentes éxons, para evitar a 

possibilidade de contaminação com DNA genômico utilizando o programa Primer 

BLAST (NCBI, 2012).  

Através dos resultados das curvas padrão para determinação da eficiência 

dos primers (eficiência aceitável superior a 90%), padronizou-se a utilização da 

diluição de 1:5 de cDNA para todas as amostras. As reações foram feitas no volume 

final de 10μL, contendo 2,6μL de água ultrapura, 1,4μL da mistura de um dos pares 

de primers Foward e Reverse de cada gene, 1 μL de cDNA diluído e 5 μL de SYBR 

Green Master Mix (Applied Biosystems).  

O ensaio de qPCRfoi realizado no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, EUA) nas seguintes condições: 40 ciclos; em cada 

ciclo, desnaturação inicial a 95ºC por 10 minutos, desnaturação a 95ºC por 15 

segundos, anelamento dos primers e extensão a 60 ºC por 1 minuto. Cada amostra 

foi feita em duplicata, e como controle negativo para a reação de qPCR foram 

utilizados poços que continham o mix da reação mais os primers, na ausência do 

template (cDNA). A análise das curvas de melting e de dissociação foi feita ao final 

de cada corrida como controle da qualidade da amplificação gênica.  
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Para análise da expressão gênica através de qPCRfoi utilizado o método 

Delta-Delta Ct (ΔΔCt) (Livak & Schmittgen, 2001). Calculou-se inicialmente o ΔCT de 

cada amostra, subtraindo-se os valores de CT (threshold cycle ou limiar do ciclo) do 

gene controle (β-actina) dos valores de CT do gene alvo. Após determinação do 

ΔCT da amostra, escolheu-se como amostra normalizadora o cDNA dos animais 

controle. Para o cálculo do ΔΔCT utilizou-se a fórmula seguinte: [ΔCT (amostra) – 

ΔCT (amostra normalizadora)]. Uma vez determinado o ΔΔCT, aplicou-se a fórmula 

2-ΔΔCT, que resultou no valor da expressão gênica relativa.  

 

 

5.6.4 Trocas gasosas  

 

 

Amostra de aproximadamente 0,3 ml de sangue arterial foi coletada através 

do cateter inserido na carótida, com seringa heparinizada, ao término da ventilação 

mecânica. O sangue foi analisado pelo gasômetro (ABL90 Flex Radiometer, 

Dinamarca) para determinação dos seguintes parâmetros: pH, PaO2, PaCO2, e 

bicarbonato (HCO3). 

 

5.6.5 Determinação da permeabilidade pulmonar  

 

 

Para avaliação da permeabilidade capilar pulmonar, a albumina foi dosada 

no LBA e no soro, coletados no momento da eutanásia, pelo método do verde de 
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bromocresol (Labtest Diagnostics, Brasil). A razão albumina do LBA/albumina do 

soro foi então determinada.  

 

5.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. 

Os dados paramétricos foram expressos como média ± desvio padrão, enquanto os 

dados não paramétricos foram expressos como mediana (intervalo interquartil). Os 

dados paramétricos foram analisados pela análise de variância (ANOVA), seguida 

pelo teste post hoc de Tukey quando necessário. Os dados não paramétricos foram 

analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney quando 

necessário. A correção de Bonferroni foi aplicada para as análises repetidas. A 

diferença foi considerada estatisticamente significante com resultado de p < 0,05. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa SPSS 17.0 for 

Windows (SPSS Inc, Illinois, EUA). 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

Os resultados e a discussão serão apresentados sob a forma do artigo 

intitulado “Acute lung injury in response to intratracheal instillation of 

lipopolysaccharide in an animal model of emphysema induced by elastase” 

(Apêndice A), o qual foi submetido à revista Lung (Anexo B). 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A forma como pulmões com enfisema respondem a LPA não é bem 

conhecida. É possível que as alterações estruturais e imunológicas promovidas pelo 

enfisema nos pulmões modifiquem a resposta dos mesmos à LPA e, desta forma, 

influenciem no desenvolvimento de SDRA. Neste estudo foi comparado o 

desenvolvimento da LPA induzida por LPS intratraqueal em ratos Wistar com e sem 

enfisema induzido pela administração de elastase.  

O enfisema foi induzido por instilação intratraqueal de EPP que ocasionou 

alterações histológicas e morfológicas compatíveis com as do enfisema panacinar. 

Os animais dos grupos enfisema apresentaram maior Lm e ausência de fibra 

elástica nas paredes das pequenas vias aéreas e alvéolos, comprovando a eficácia 

do modelo. Além disso, a instilação EPP foi acompanhada de maior resposta 

inflamatória no BAL, principalmente por aumento de macrófagos.  

Neste estudo, a instilação intratraqueal LPS gerou LPA nos ratos com e sem 

enfisema. Os animais do grupo LPA apresentaram maiores scores de lesão 

pulmonar, confirmado por elevado espessamento da parede alveolar, maior inflitrado 

de neutrófilos no interstício e nos alvéolos, além de elevados debri protéicos nos 

espaços aéreos. Estes animais também apresentaram maiores contagens de células 

totais, neutrófilos e macrófagos no BAL e maior expressão de citocinas pró-

inflamatórias (IL-6 e TNF-α) e quimiotáticas para neutrófilos (CXCL-2).  

Quando os dois grupos com LPA foram comparados, os animais com 

enfisema apresentaram tendência a maior inflamação em resposta ao LPS como 

demonstrado por maior contagem total e diferencial de células no LBA, e maior 
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score de lesão pulmonar. Entretanto, as diferenças não foram estatisticamente 

significativas.  
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8 CONCLUSÃO 

 

 

Foi demonstrado que a presença de enfisema associou-se a uma tendência 

de aumento da resposta inflamatória pulmonar secundária a instilação intratraqueal 

de LPS.  
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ANEXO A 
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