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SUMARIO/SUMMARY



A despeito dos avangos ocorridos na area de medicina intensiva nos Gltimos vinte anos,
a sindrome da angustia respiratoria do adulto ( SARA ) permanece como uma importante
causa de mortalidade e morbidade em doentes criticamente enfermos. Novas abordagens
experimentais sdo claramente necessirias para que o prognostico desses pacientes seja

melhorado.

O presente estudo tem como objetivos:

a) Reproduzir um modelo experimental de SARA no qual uma unica instilagdo
intratraqueal de 1,5 unidades de bleomicina intratraqueal em ratas WISTAR reproduz o

quadro histolégico encontrado na SARA em humanos.

b) Avaliar se o heparinoide polissulfato de pentosan, um inibidor do fator basico de
crescimento dos fibroblastos e da angiogénese ¢ capaz de bloquear a fibrose pulmonar

induzida por bleomicina intratraqueal.

No primeiro experimento foram utilizadas 36 ratas da raga Wistar, divididas em grupos
de 6. Cada grupo constou de trés animais controle e trés animais que receberam o
tratamento. Os grupos foram sacrificados nos seguintes intervalos apos as instilagdes

intratraqueais: 1 hora, 6 horas, 24 horas, 7 dias, 15 dias e 30 dias.



Os achados histopatologicos foram os seguintes:

B Os grupos controle possuem arquitetura pulmonar normal.

@ Nos animais tratados, na primeira hora existe um quadro de mastocitose difusa nos

espacos intraalveolares.

B Na sexta hora o quadro histopatolégico € idéntico ao grupo anterior.

B Na vigésima-quarta hora existe uma alveolite mononuclear, quebra da barreira

alvéolo-capilar, presenga de inumeros macréofagos intraalveolares, vasculite mononuclear e

lesdes em endotélio vascular.

B No sétimo dia inicia-se o processo de fibrose intersticial, com intenso processo de

reepitelizagdo alveolar.

B No décimo-quinto dia a fibrose pulmonar torna-se mais evidente, com areas de

distorcdo da arquitetura alveolar e areas de retragédo pleural.

B No trigésimo dia ocorre uma diminuigdo do infiltrado mononuclear intersticial.

Existem areas de faveolamento e de pontes entre as areas de fibrose.



Em uma segunda etapa avaliou-se, através de analise de imagem, o efeito do
polissulfato de pentosan por via subcutanea, na dose de 25 mg/kg/dia, por 15 dias, sobre a
fibrose pulmonar induzida por bleomicina intratraqueal. Nesta etapa foram utilizadas 40

ratas da ragca WISTAR, assim distribuidas em 4 grupos de 10 animais cada.

Grupo 1- Salina intratraqueal

Grupo 2- Salina intratraqueal + bleomicina

Grupo 3- Salina intratraqueal + PPS

Grupo 4- Salina intratraqueal + bleomicina + PPS

De uma maneira inesperada as ratas do grupo 4 apresentavam uma maior percentagem

de fibrose pulmonar quando comparados aos ratos do grupo 2 ( p< 0,05 ). As ratas dos

grupos 1 e 3 ndo apresentavam fibrose pulmonar.

Além disso as ratas do grupo 4 perderam peso ( - 59,3g em média ), em discordancia

com os outros grupos deste estudo que ganharam peso ( p< 0,05).

Concluimos que o modelo animal descrito neste estudo possui, em todas as suas etapas,
claras semelhangas histopatologicas com a sindrome da angustia respiratéria do adulto

encontrado em humanos. O polissulfato de pentosan por via subcutdnea na dose de 25



mg/kg/dia, por 15 dias , ndo protege contra a fibrose pulmonar induzida por bleomicina

intratraqueal e induz um quadro de caquexia.



In spite of the advances in critical care medicine, over the last twenty years, the acute
respiratory distress syndrome (ARDS) remains an important cause of morbidity and
mortality in critically ill patients. New therapeutic alternatives are clearly necessary in order

to improve the prognosis of these patients.

The purposes of this study are:

a) To Reproduce an experimental model in which one sigle instillation of 1,5 units of
bleomycin reproduces the histological features observed in humans with the acute

respiratory distress syndrome.

b) To evaluate if the heparinoid pentosan polyssulfate, an inhibitor of basic fibroblast
growth factor and of angiogenesis, is able to block the pulmonary fibrosis induced by

intratraqueal bleomycin.

In the first experiment, thirty-six female WISTAR rats were divided in groups of six
each. Each group contained three control animals and three animals that received the
treatment. The groups were sacrified in the following intervals after the intratraqueal

instilattions: one hour, six hours, twenty-four hours, seven days, fifieen days and thirty days.



The histopathological findings were:

B The control groups had normal pulmonary architecture.

B [n the first hour there is a diffuse mastocitosis in the alveolar spaces.

B In the sixth hour the histopathological findings are identical to the above mentioned.

B In the twenty-fourth hour there is a mononuclear alveolitis, the presence of

innumerable intralveolar macrophages, a mononuclear vasculitis and lesions in the vascular

endothelium.

B In the seventh day the process of pulmonary fibrosis begins, with na intense process

of reepithelization of the alveolar walls.

B In the fifteenth day the pulmonary fibrosis is more evident and there are areas of

scarring of the alveolar architecture and areas of pleural retraction.

m In the thirtieth day there is a decrease in the intensity of the mononuclear infiltrate.
Areas of “honey combing” and the formation of bridges joining the areas of fibrosis, were

also seen.



In a second phase, the action of subcutaneous pentosan polyssulfate , in the dose of of
25 mg/kg/day, for fifteen days, on the pulmonary fibrosis induced by bleomycin was studied.

In this phase, forty female WISTAR rats were divided in the following groups of ten each.

Group 1- Intratracheal saline

Group 2- Intratracheal saline + bleomycin

Group 3- Intratracheal saline + PPS

Group 4- Intratracheal saline + bleomycin + PPS

Quite unexpectedilly the rats of group four had a greater percentage of fibrosis when

compared to group 2 ( p< 0.05). Groups 1 and 3 had no evidence of pulmonary fibrosis.

Besides this, the animals of group 4 lost weight ( mean of 59.3 g ), a fact in

discordance with the other groups of this study ( p< 0,05).

We conclude that the animal model described in this study has a similar
histopathological picture when compared with the acute respiratory distress syndrome in
humans. Subcutaneously infused pentosan polysulfate in the dose of 25 mg/kg/day, for
fifteen days, does not inhibit the pulmonary fibrosis induced by intratracheal bleomycin and

induces cachexia in these animals.
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INTRODUCAQO



1. INTRODUCAO

A Sindrome da Angustia Respiratoria do Adulto (SARA), € um termo genérico para
uma insuficiéncia respiratoria aguda de etiologias tdo diversas como a sindrome séptica, a
aspiragdo pulmonar de conteido gastrico, a coagulagdo intravascular disseminada, as
pneumonias severas, as fraturas de ossos longos ou pélvicos e as politransfusdes’ . A
despeito de todos os progressos alcangados em Medicina Intensiva, a sua mortalidade varia

de 50-60%".

As seguintes células estdo envolvidas na fisiopatologia da SARA: os leucocitos
polimorfonucleares (PMN), os macrofagos, as plaquetas os linfocitos, as células
endoteliais, as células do epitélio alveolar e as células mesenquimais, bem como o sistema
humoral representado pela ativagdo do complemento, mediadores lipidicos, o sistema de

coagulagdo/fibrinolitico e a liberagio de citocinas’.

A SARA geralmente caracteriza-se por uma reac¢do imunoldgica violenta e
aparentemente cadtica que leva ao dano alveolar difuso . A despeito das multiplas causas da
SARA, as conseqiiéncias fisiopatoldgicas sdo uniformes. Normalmente uma resposta
inflamatoria causa dano alveolar e endotelial, aumento da permeabilidade vascular e
deterioracdo na troca gasosa. Uma vez iniciada, a cascata fisiopatologica causa hipoxemia
arterial, hipertensdo arterial pulmonar, evidéncia radiografica de edema pulmonar ( Fig 1 ),

e diminuigdo da complacéncia pulmonar’,



Figura 1. Raio-x de toérax de um paciente que desenvolveu a Sindrome da angustia

respiratoria do adulto secundaria a pancreatite necro-hemorragica (segundo Michael A.

Matthay*).

O quadro histopatologico classico da SARA ¢é o dano alveolar difuso (DAD).
O DAD( Fig 2 ), pode ser separado histopatologicamente em duas fases: a fase exudativa e
a fase fibroproliferativa. O estagio mais precoce do DAD envolve a degeneragio e necrose
das células epiteliais de revestimento alveolar ( pneumocitos do tipo I) e do endotélio; com
isto ha uma quebra da barreira alvéolo-capilar com um aumento da permeabilidade dos
vasos sangiiineos, tendo como resultado um exudato proteinaceo e a formagio de debris
celulares que sdo a origem das membranas hialinas. Os achados histologicos durante os
primeiros dias da fase exudativa do DAD incluem: edema alveolar, membranas hialinas,
edema da parede alveolar e microatelectasias. Em torno do sétimo dia, a fase reparativa do
DAD ja se iniciou, caracterizando-se por hiperplasia dos pneumocitos do tipo II, um

infiltrado intersticial de mononucleares € um nimero aumentado de fibroblastos nas



paredes alveolares espessadas e em exudatos alveolares . A fibrina € invariavelmente

. 5
encontrada nas paredes alveolares danificadas bem como nos espagos alveolares

Figura 2. Microfotografia do dano alveolar difuso (DAD), encontrado na Sindrome
da angustia respiratéria do adulto. Alguns alvéolos apresentam-se colapsados enquanto
outros se encontram distendidos. As setas demonstram membranas hialinas (segundo

Lester Kobzik e Frederick J. Schoen®).

Em alguns pacientes com SARA ocorre uma répida reconstituicdo da estrutura e
funcdo alveolares . Em outros pacientes ocorre um processo de fibrose alveolar e
remodelamento que, prolonga a doenga e, pode resultar em morte. Os fatores que
governam a fibrose pulmonar nfio sio bem conhecidos. Na realidade nfo se compreende
porque uma agressdo ao tecido pulmonar pode levar a uma reag@io fibrogénica ou a uma
reconstituicdo ad integrum da arquitetura pulmonar. Estd se tornando claro que os

mecanismos bioquimicos e celulares envolvidos no actmulo de colageno e de outras



proteinas da matriz extracelular no intersticio do alvéolo sejam uma exacerbagdo dos

g . . . 5.7-8
mesmos eventos fisiologicos envolvidos no reparo ao dano tecidual” ™.

1.1 CITOCINAS ENVOLVIDAS NA SARA

As citocinas sdo pequenas moléculas mensageiras intercelulares polipeptidicas
mediadoras de quadros inflamatorios, produzidas por varios tipos celulares, modulando
diversas respostas biologicas. O seu peso molecular varia entre 5 e 145 Kd, sendo
biologicamente ativas em baixas concentragdes (picomolar ou menos) . Elas diferem dos
horménios classicos uma vez que sio produzidas por diversos tipos celulares e ndo por
orgdos isolados, frequentemente possuindo efeitos autocrinos e paracrinos. O termo
citocina engloba as diferentes denominagdes anteriormente utilizadas para designar os
peptideos importantes para a comunicagdo celular tais como : fatores de crescimento,
modificadores da resposta biologica, interleucinas, interferons, monocinas, linfocinas, etc .
No momento as citocinas sdo usualmente agraciadas com um numero de interleucina, apos
a sua sequéncia génica ser descrita . Algumas citocinas tais como os interferons o, € ¥
bem como o fator de necrose tumoral estdo tdo arraigadas na literatura que possivelmente

0s seus nomes nunca irdo ser alterados’.

As citocinas estdo envolvidas direta ou indiretamente na patogénese de diversas
doengas, especialmente aquelas associadas com a proliferagdo celular ou quadros

inflamatorios locais ou sistémicos tais como a Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica

10-11-12

(SIRS), SARA e a caquexia secundaria a neoplasias Diversos trabalhos



experimentais nos fazem pensar que as citocinas estio envolvidas nas fases iniciais e

fibroproliferativa da SARA **,

O desafio terapéutico atual na abordagem da fibrose pulmonar que se encontra na
SARA ¢ desenvolver agentes inibidores especificos de citocinas, para avaliar a habilidade de
tais agentes na prevengdo da fibrose pulmonar. Certamente uma compreensdo dos fatores
que controlam este processo pode levar a uma melhor compreensdo dos mecanismos de
reparo da SARA e de outras doengas pulmonares. Entre as principais citocinas implicadas
até o momento na génese da SARA estdo: o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), a
interleucina-1 (IL-1), a interleucina-8 (IL-8), o fator beta de crescimento tumoral (TGF-f3),
o fator de ativagdo plaquetaria (PAF), o fator de crescimento derivado de plaquetas

( PDGF ) e o fator basico de crescimento dos fibroblastos ( bFGF) .

1. 1. 1. FATOR DE NECROSE TUMORAL-a

O TNF-a contém 157 aminoacidos , € produzido por macrofagos ativados , células
endoteliais e fibroblastos. Juntamente com a interleucina-1 € uma das citocinas mais
estudadas, em virtude do seu papel central na cascata de eventos da sepse € da SARA. O
TNF-a desencadeia toda uma sequéncia de eventos que constituem o quadro séptico, ou
seja: As mudancas de temperatura, variagdes da resisténcia periférica vascular , aumento da
permeabilidade vascular, redu¢do da contratilidade miocardica, aumento da atividade da

medula 6ssea ,degradacio muscular, lipolise e anorexia '



O TNF-o. atua ligando-se a dois receptores estruturalmente pouco semelhantes,
com pesos moleculares de 55 e 75 quilodaltons. Os receptores de 55 quilodaltons sdo mais
encontrados em células epiteliais e respondem preferencialmente pelos efeitos de citolise e
citotoxicidade. Ja os receptores de 75 quilodaltons, localizam-se preferencialmente em
células de origem linfoide. O TNF-o. aumenta a permeabilidade vascular in vitro, e estimula
os macrofagos alveolares a induzir quimiotaxia para leucécitos polimorfonucleares. Em
animais, o TNF-a aparece na circulagio logo ap6s a indugdo de septicemia e os seus niveis
se relacionam com a severidade da injaria pulmonar. A infusdo de TNF-a resulta em lesdes
semelhantes 2 SARA "'°'°. Em humanos, niveis elevados de TNF-o tém sido encontrados
no plasma de pacientes em risco para SARA, porém, ao contrario dos animais de
experimentagdo, esses niveis ndo se correlacionam com a severidade da doenga pulmonar. A
rapida duragdo da secre¢do de TNF-a por macrofagos e mondcitos, apos a exposi¢do a
endotoxina bacteriana, pode explicar a razdo pela qual ndo existe uma elevac@o sustentada

dos niveis sangiiineos dessa citocina na SARA".

Por outro lado, a produgio local de TNF-a por fagdcitos mononucleares na SARA
pode ser substancialmente maior que a produgdo por células circulantes, e a sua elevagdo
substancial nos BAL de pacientes com SARA, porém ndo no plasma desses pacientes, tem

sido bem documentada .

Quando liberado nos pulmdes o TNF-a causa efeitos devastadores, causando dano

rapido e difuso. Isto possivelmente deve-se a seus efeitos diretos nas células endoteliais e



granulocitos assim como a induc¢do de outros mediadores tais como a interleucina-1 .,
prostaglandinas e o fator de ativagdo plaquetaria (PAF). A injecdo intravenosa em ratos de
TNF-a recombinante, humano acarreta hemorragias difusas e um quadro inflamatorio
sistémico. Embora o dano seja mais proeminente no nivel renal e gastrointestinal, os
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pulmdes também demonstram hemorragias punctatas e hiperemia .

Recentemente foi demonstrado o papel central do fator de necrose tumoral em um
modelo experimental de fibrose pulmonar em ratos. O aparecimento de RNA mensageiro,
que codifica o TNF-a, precede o aparecimento da fibrose pulmonar, e a administragio de

um soro anti-TNF-a bloqueia a fibrose pulmonar induzida por bleomicina neste modelo™.

1.1.2. FATOR BETA DE CRESCIMENTO TUMORAL

O TGF-B € um dimero de 25 Kd que funciona como um fator anti-inflamatoério vital.
Trés isoformas s@o conhecidas em humanos. O TGF-f possui efeitos pleotropicos na

diferenciagdo, morfogénese e proliferagio celulares ',

O TGF-B € o mais potente estimulador conhecido da sintese de colageno,
maximizando a quantidade de colageno produzido através do controle de diversos pontos
do metabolismo da sintese e degradagdo do colageno. O TGF- estimula a transcri¢do do

gene do pro-colageno, aumenta a estabilidade do RNAm que codifica o pro-colageno,



diminui a degradacdo intracelular de pro-colageno e limita a degradagdo do colageno

extracelular, através da inibigdo da produgdo de colagenase™ ™.

O TGF-B no soro se liga a o, - macroglobulina ( uma proteina que possui um papel
na inativagio de proteases e citocinas, funcionando como um regulador de
retro-alimentagdo durante processos fisiologicos nos quais ha liberagdo de mediadores
inflamatorios ), bem como a fibronectina circulante®. A ligagio o, - macroglobulina
possivelmente representa o primeiro passo no processo de inativagdo do TGF-B que se
difundiu a partir do seu sitio de liberagdo inicial, explicando a curta meia vida plasmatica do

TGF-B (ti2 4 min )*.

A cicatrizagdo de uma injuria na pele, um modelo para a reparo tecidual , ¢ uma
sequéncia coordenada de eventos bioldgicos que se inicia com a hemostase plaquetaria,
seguida por um influxo de células inflamatorias e fibroblastos, e a formagdo de uma nova
matriz extracelular e vasos sanguineos (tecido de granulac¢do), e a proliferagdo de células
para reconstituir o tecido. O TGF-B possui um importante papel em cada um desses
eventos. As plaquetas possuem altas concentragdes de TGF- ( Fig 3 ), ¢ PAF, que sdo
liberados no sitio de injuria tecidual®. O TGF-B, que se localiza na matriz extracelular, pode
também ser ativado apos injuria tecidual. Em concentragdes fentomolares, o TGF-b ¢
quimiotaxico para PMN, células T, mondcitos e fibroblastos. Ao mover-se para o local da

injuria, essa células se ativam ao encontrarem concentra¢des maiores (picomolares) de



TGF-B. Os mondcitos iniciam a secrecio do bFGF, TNF-o, IL-1, e os fibroblastos

aumentam a sintese de proteinas da matriz extracelular™>*%
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Figura 3. Liberagido de TGF-B pelas plaquetas em sitios de injuria tecidual. O TGF-f
Induz a deposigdo de matriz extracelular pela estimulagdo da producdo de novas proteinas
da matriz extracelular ( colageno, fibronectina e proteoglicanos), bloqueando a degradagdo
da matriz extracelular através da diminuigdo da sintese de protease e, modulando a
expressio de integrinas, aumentando a interag@o célula-matriz e unindo os componentes da
matriz extracelular. Além disso o TGF- também induz a sua produ¢io, ampliando os seus

efeitos biolégicos (segundo Wayne A. Border E Nancy A. Noble™).

Em ratos com fibrose pulmonar induzida por bleomicina intratraqueal, 0 contetdo de
TGF- B pulmonar ¢ diversas vezes maior que em ratos normais. O aumento da produgio de
TGF-P precede a sintese de colageno, fibronectina e proteoglicanos®. A principal fonte
celular dessa citocina é o macrofago alveolar, no qual a produgido aumentada de TGF-f ndo

pode ser suprimida pelo tratamento com altas doses de corticoesterdides, sendo essa uma
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das possiveis explicagdes para a inefetividade deste tratamento em pacientes com fibrose
pulmonar idiopatica e SARA**™.

1.1.3. INTERLEUCINA - 1

A IL-1 é um polipeptideo de 14 a 17 kilodaltons primariamente produzido por
macréfagos, sendo produzido também por tecidos epiteliais, linfoides e vasculares ** Duas
formas de IL-1 (o e B), sdo descritas, porém, elas reconhecem os mesmos receptores de
superficie e compartilham diversas atividades biologicas™. A IL-1 atua em uma ampla gama
de células alvo envolvidas nas respostas inflamatorias e imunes. A IL-1 é quimiotaxica para
PMN, e regula varios aspectos do desenvolvimento dos linfocitos T e B, incluindo a
maturac¢do dos precursores T e B timicos, a indugdo de linfocinas e a sintese e expressdo de

receptores dessas linfocinas™.

Além disso, a IL-1 estimula a produgdo de outras citocinas tais como a IL-2 e os
interferons. A IL-1 e o TNF possuem a capacidade de estimular os linfocitos B ¢ T ,
aumentar a proliferagdo celular, iniciar ou suprimir a expressdo génica de diversas proteinas.
Ao contrario do TNF, a IL-1 pode estimular os linfocitos tanto por ativagdo direta quanto
pela indugdo de outras citocinas. A IL-1 € também sinergistica com diversas outras
citocinas, tais como o TNF, a IL-8 e a IL-3. Consequentemente, a IL-1 é um importante
elemento da rede de citocinas que induz ao aumento ou supressdo de respostas biologicas,

durante respostas do individuo a quadros inflamatorios ou infecciosos™ .
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Diversos estudos demonstraram o amplo espectro de efeitos da IL-1 relacionados a
SARA, que incluem: a ativagdio do endotélio vascular com a indugdo de atividade
procoagulante e wup-regulation das moléculas de adesdo dos leucocitos, indugio da

proliferagio fibroblastica, ativagio de PMN® |

Os niveis antigénicos de IL-1 estdo aumentados no lavado bronco-alveolar de
pacientes com SARA , porém ndo no plasma destes pacientes. Em contraste com o TNF-a

;. n .. . 37
estes niveis mantém-se elevados em estagios tardios da SARA™.

1.1.4. INTERLEUCINA - 8

A TL-8 pertence a uma familia de citocinas polipeptidicas quimiotaxicas de 8 a 10 Kd
que se ligam a heparina . A IL-8 € produzida maciga e rapidamente por diversos tipos
celulares em resposta a estimulos inflamatérios. Os monocitos, macrofagos, células T
pneumocitos tipo I, fibroblastos e células endoteliais produzem IL-8 em resposta a IL-1
ou ao TNF-a.. A IL-8 possui importante atividade quimiotaxica para células T, basofilos e
neutrofilos in vitro ( Fig 4 ). Esta citocina é também responsavel pela liberagio de enzimas
lisossomiais pelos neutrofilos e possui um papel na adesdo e migracdo de neutrofilos através

do endotélio vascular ***° .
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Figura 4. Produg¢io de IL-8 por diversos tipos celulares. Quando existe um gradiente
de concentragdo de IL-8, os neutréfilos se aderem a superficie endotelial dos capilares

pulmonares e migram através do intersticio para os alvéolos (segundo Christman JW*’).

Em um estudo prospectivo , 29 pacientes portadores de diversas condigdes de risco
para o desenvolvimento da SARA ( pancreatite aguda, traumas multiplos, perfuragdes
intestinais) , tiveram amostras de lavado bronco-alveolar e soro colhidas nas primeiras 24
horas de inicio do quadro. Sete desses pacientes progrediram para SARA. A concentracdo
de IL-8 no lavado bronco-alveolar ( porém nio no soro), foram significativamente maiores
naqueles que desenvolveram SARA*'. Aproximadamente 70% da atividade quimiotaxica
para os polimorfonucleares nos lavados broncoalveolares pode ser removida através de
anticorpos anti-IL-8. Tal achado € consistente com uma participagdo local da IL-8 no

desenvolvimento da SARA. Dessa maneira a producdo de IL-8 em nivel alveolar participa

do recrutamento de PMN que contribuem para o quadro inflamat6ério pulmonar,
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caracteristico das fases iniciais da SARA". Nao aparenta haver associagdo entre os niveis

plasmaticos de IL-8 e o desenvolvimento de SARA.

1.1.5. FATOR DE CRESCIMENTO DERIVADO DE PLAQUETAS

O PDGF foi primeiramente descrito nos granulos o das plaquetas que tinham a
capacidade de estimular a proliferagdo dos fibroblastos e as células musculares lisas®. O
fator ativo de crescimento ¢ uma glicoproteina dimera, formada por cadelas A e B
( Figura 5 ). Essas moléculas sdo sintetizadas como precursores de alto peso molecular e
sdo submetidos a processamento proteolitico. Além das plaquetas, diversos outros tipos
celulares também produzem essa molécula tais como: mondcitos, macrofagos células
epiteliais, células endoteliais e fibroblastos. A presenga de grande quantidade de receptores
de PDGF em células mesenquimais e células musculares lisas sugere um papel deste fator de
crescimento na proliferagdo do tecido conjuntivo, associada a inflamagdo e reparo tecidual,

. 344
aterosclerose e durante o desenvolvimento tumoral®™
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Figura 5. Estrutura dimérica do fator de crescimento derivado de plaquetas. As areas
de ligagdo com o seu receptor sdo mostradas em amarelo. A estrutura dimera é mantida por

3 pontes disulfeto ( segundo Albert B, Bray D, Lewis J, Raff M,Robert K e Watson J D*).

A expressio de PDGF e a sua liberagio por células em sitios inflamatoérios, ativando o
mesénquima através da migragdo e proliferacdo de fibroblastos e células musculares lisas,
tem atraido a atencdo de investigadores de diversas areas para o desenvolvimento de
antagonistas que poderiam ser uteis em doengas tdo diversas como a artrite reumatoide, a
reestenose pos-angioplastia, as glomerulonefrites com proliferagdo do mesangio e a fibrose

pulmonar.

Em geral, no tecido pulmonar normal em adultos, a expressio génica do PDGF ¢
limitada ou nula®* . Se demonstra a expressio de PDGF em diversas situacSes em
associagdo com dano tecidual inflamatorio ou durante a ativagdo de um tipo celular
especifico. Por exemplo, demonstrou-se que, em pacientes portadores de fibrose pulmonar
idiopatica, os macréfagos alveolares liberam, em média, quatro vezes mais PDGF que os

macrofagos de individuos normais®’.
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1.1.6. FATOR DE ATIVACAO PLAQUETARIA

O PAF foi originalmente descoberto como um potente ativador da agregagdo
plaquetaria®® Possui uma estrutura lipidica e funciona como um potente estimulador
pleiotropico, ativando plaquetas, monocitos, linfocitos, macrofagos, células endoteliais.

células epiteliais e fibroblastos pulmonares*’ ( Figura 6 ).
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Figura 6. Fator de ativagdo plaquetaria: 1-0-alquil-2-actil-sn-fosforil-3-fosfocolina (

(segundo Charles E. McCall e Joseph T. O’Flaherty™).

As respostas fenotipicas ao PAF dependem do tipo celular. Por exemplo: o PAF
causa agregagdo plaquetaria e induz a sua degranulag@o, causa up-regulation das moléculas
de adesdo leucocitaria, contrai a musculatura lisa, ativa linfocitos B e linfocitos
T-supressores, além de induzir os macréfagos alveolares a produzirem radicais livres na

forma de superoxido’".

No BAL de pacientes portadores de SARA existem niveis detectaveis de PAF>%. Até

o momento ndo existem estudos que correlacionem os niveis de PAF no BAL de pacientes
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com SARA e a gravidade da doenga. No entanto, estdo sendo realizados ensaios clinicos de

antagonistas do PAF em pacientes com choque séptico™.

1.1.7. FATOR DE CRESCIMENTO DOS FIBROBLASTOS

O fator de crescimento dos fibroblastos foi originalmente identificado como um
extrato de pituitiria que estimulava a proliferacio de células fibroblasticas Balb/c 3T3*.
Apos purificada, essa substancia demonstrou ter um peso molecular de 14 a 16 Kd, com um
ponto isoelétrico basico™. Logo apos, foi descoberto um segundo mitégeno com um ponto
isoelétrico acido™. Notou-se entdo, que a atividade mitogénica desses fatores de
crescimento dos fibroblastos ndo se encontrava restrita aos fibroblastos e estimulava
diversos tipos celulares, incluindo as células endoteliais ¢ os condrocitos”’. Tendo em vista
que tanto os fatores de promog¢do da angiogénese quanto os fatores de crescimento dos
fibroblastos, sdo mitogénicos para células endoteliais, suspeitou-se de uma semelhanca
estrutural. A observagdo de que um mitdgeno de células endoteliais, extraido de um extrato
tumoral, ligava-se fortemente a heparina, sugeriu que colunas de afinidade a heparina
pudessem ser utilizadas para a purificagdo dos fatores de crescimento dos fibroblastos. De
fato, ambos os fatores, acido e basico, de crescimento dos fibroblastos ligam-se fortemente
a colunas de afinidade a heparina®®. Dessa maneira demonstrou-se que a atividade
mitogénica e os fatores angiogénicos identificados em uma variedade de tecidos eram
causados pelos fatores de crescimento basico e acido. Isto reduziu uma grande lista de
mitégenos pobremente caracterizados a sinénimos dos fatores de crescimento acido e

basico dos fibroblastos.
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Um dos papéis propostos para os fatores de crescimento dos fibroblastos in vivo € a
indugio de angiogénese™. A angiogénese ocorre fisiologicamente no desenvolvimento do
sistema vascular durante o crescimento embrionario, fetal e durante a adolescéncia, bem
como no crescimento do epitélio uterino durante o ciclo menstrual. A neo-angiogénese
contribui diretamente para diversas doengas tais como a retinopatia diabética e as

neoplasias®.

A neo-angiogénese ocorre quando as células endoteliais dos capilares atravessam as
suas membranas basais, migram para o ponto de indugdo angiogénica e proliferam,
formando novos corddes de células endoteliais que finalmente se desenvolverdo em novos

capilares”’ (Figura 7).
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Figura 7. A - Microscopia eletronica de vasos sanguineos que margeiam a cornea.
B - Mesmos vasos sanguineos, 60 horas apés uma injuria a cornea. Este
crescimento orientado ( para cima nesta figura ), demonstra uma resposta quimiotaxica das
células endoteliais em dire¢do a um fator angiogénico liberado no sitio da injuria (segundo

Albert B, Bray D, Lewis J, Raff M,Robert K ¢ Watson J D®%),

O fator basico de crescimento dos fibroblastos (bFGF), induz um fenétipo invasor em
células endoteliais em cultura, permitindo que as mesmas penetrem as membranas basais in
vitro. A habilidade de penetrar a membrana basal é dependente da produgido aumentada de

enzimas proteoliticas, fator ativador do plasminogénio e colagenase, em resposta ao

bFGF®.

A partir da sua caracteriza¢do, como fatores de crescimento dos fibroblastos e fatores
angiogénicos, o bFGF e o fator acido de crescimento dos fibroblastos (aFGF) tém sido
propostos como possuindo um papel importante na cicatrizagdo de feridas, especialmente

na formagdo do tecido de granulagio e na neovascularizagio que a acompanha. Esta
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hipbtese se baseia em experimentos onde a administragdo exdgena do bFGF aumentou a
formagdo do tecido de granulagio em feridas incisionais™. Além disso, o bFGF melhora a

cicatrizagdo de feridas cutaneas em ratos diabéticos®’.

Um papel potencial, em quadros inflamatorios, para os membros da familia dos
fatores de crescimento dos fibroblastos pode ser predito a partir das propriedades ja
conhecidas dos fatores de crescimento dos fibroblastos. Embora presente em pulmdes de
adultos normais, a sua liberacdo ¢ mimima . O dano tecidual causado pela liberagdo de
proteases e heparinases por macréfagos e polimorfonucleares ativados poderia levar a
liberagdo de bFGF estocado nas membranas basais celulares. Em tal cenario, a liberagdo do
bFGF pode estimular o crescimento e sintese de colageno pelos fibroblastos e possuir um

papel no desenvolvimento de fibrose pulmonar®.

O bFGF ¢ uma proteina formada por 146 aminoéacidos e um peso molecular de 16 a
18 Kd e um ponto isoelétrico de 9.6. A seqiiéncia de aminoacidos do bFGF ¢ altamente
conservada entre as espécies, havendo uma identidade de 89-95% entre os bFGFs humano,
de rato e de boi. Este baixo nivel de divergéncia sugere uma importancia funcional de todas

as regides do bFGF®"®,

Os locais de ligagdo do bFGF ao seu receptor e a heparina foram mapeados. A
atividade de ligagdo ao seu receptor foi encontrada em duas regides: entre os aminoacidos

33-77 e 115-124. A ligagdo com a heparina ¢ mais forte nestas mesmas regides, porém essa



20

ligagdo ocorre também entre outras seqiiéncias, sugerindo que a ligacdo da heparina ao

bFGF, seja distribuida em toda a molécula®.

No pulmio adulto normal , o bFGF tem sido encontrado, através de estudos de
imunolocalizagdo na membrana basal dos vasos sanguineos, em células no musculo liso
vascular, nas células endoteliais dos vasos sanguineos pulmonares e em células epiteliais da
traquéia e dos bronquios”®. Recentemente, foi demonstrado que o BAL da maioria dos

. . A A 71
pacientes com SARA promove angiogénese e contém o bFGF"".

O aFGF ¢ uma proteina de 154 aminoacidos, que possui uma homologia de 55% com
o bFGF™. A homologia se estende a toda a seqiéncia da molécula, exceto para os 18
aminoacidos terminais e dois aminoacidos inseridos nas posi¢des 117-118. O aFGF possui
uma distribui¢do mais limitada que o bFGF, tendo sido encontrado em tecido neural, rim,
prostata e musculo cardiaco. A seqiiéncia de aminoacidos que se liga a heparina ¢ idéntica a

uma das regides de ligagio do bFGF®.

Em um modelo experimental de SARA foi demonstrado que a instilagio endotraqueal
de bleomicina, em ratos Wistar, causa a neo-formagdo de vasos-sanguineos especialmente
em areas de fibrose pulmonar, sugerindo uma associagio entre um estimulo angiogénico e a

fibrose pulmonar ”*.

Os agentes farmacologicos com capacidade para bloquear a atividade do bFGF ¢ a

angiogénese sdo de muito interesse. Em principio, um inibidor especifico da angiogénese e
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do bFGF teria poucos efeitos colaterais e uma ampla janela terapéutica ° , tendo em vista o
fato de que a angiogénese, como a estimulagdo fibroblastica, sé ocorrem , salvo as situagdes
fisiologicas ja citadas, em situagdes patoldgicas tais como o cancer ou processos de reparo

ao dano tecidual tais como a SARA.

1.2. POLISSULFATO DE PENTOSAN

Diversos  derivados  heparindides  polisulfatados  demonstraram  inibir a
neovascularizagdo e o bFGF em modelos experimentais in vifro e in vivo. O Polissulfato de
pentosan (PPS) é um polissacarideo heparinoide, sulfatado, semi-sintético que tem sido
utilizado na prevengdo de trombose venosa, sendo obtido através da sulfatacdo de

pentosans sintéticos’".

E uma macromolécula linear, composta por unidades de -D xylopiranose sulfatadas.
A substdncia pertence a uma familia de  macromoléculas  anibnicas,
endogenas ( glicosaminoglicanos ), que incluem a heparina e o sulfato de condroitina. O
PPS contém 1,9 grupos de sulfatos por unidade de monossacarideo e o seu peso molecular

é de aproximadamente 4700 daltons” ( Figura 8 ).
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Figura 8. Estrutura quimica do Polissulfato de pentosan (segundo Maffraud JP,

Herbert JM, Bernat A, Defreyn G, Delabassee D, Savi P, Pinot JJ e Sampol 7%

A excregdo do PPS ocorre através de dessulfatagdo hepatica e esplénica além de
despolimeriza¢do renal, com excre¢do urinaria de material de baixo peso molecular
dessulfatado. Uma pequena percentagem da droga (4 - 8%) é excretada inalterada na urina,
0 que sugere um mecanismo metabolico de eliminagdo. Existem evidéncias que os
mecanismos de dessulfata¢do e despolimerizagdo possam ser saturados através do uso de
dose farmacologicamente relevante e por longo tempo ( 3 meses ). A eliminagdo em
humanos sugere uma distribuigdo bimodal, com um rapido clearance de uma dose
endovenosa ( em torno de 80 minutos ), seguida por uma meia vida terminal que varia

entre 24 e 93 horas’®"".

.....
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ao fator de crescimento, impedindo o seu acesso ao receptor celular especifico

Experimentos em cultura celular demonstram inibicdo da angiogénese, da proliferagdo e da
quimiotaxia induzidas pelo b-FGF em células endoteliais aorticas de bovinos®'. Além disso,

o PPS inibe o crescimento de enxertos tumorais em ratos atimicos da linhagem celular
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( SW-13/Kfgf ). Esta linhagem tumoral secreta o fator de crescimento dos fibroblastos
derivados do sarcoma de Kaposi ( k-faf )* . Neste ultimo estudo, demostrou-se que doses
subcutaneas de 25 a 50 mg/kg/dia, por trés meses, eram seguras e sem efeitos toxicos
aparentes. Os animais que receberam doses de 100 mg/kg/dia morreram devido a

sangramento.

Nao existem estudos in vivo avaliando especificamente a resposta da administragio

do PPS sobre a fibrose pulmonar induzida em modelos animais experimentais.

Os modelos animais permitem um estudo progressivo, desde o inicio até os estagios
finais da fibrose pulmonar, sem as complicagSes encontradas em pacientes. Thrall e
colaboradores® descreveram um modelo onde, apés uma tnica instilacdo intratraqueal de
1,5 unidades de bleomicina , os ratos desenvolvem uma alveolite mononuclear. Esta reagdo
inflamatoria esta associada a proliferagdo celular nos compartimentos intersticial,
bronquiolar e alveolar, levando ao desenvolvimento de fibrose pulmonar em
aproximadamente 2 semanas. Diversos investigadores demonstraram semelhancas

histologicas e fisiologicas entre esse modelo e a SARA em humanos®****¢*’
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1.3. OBJETIVOS

Os objetivos desse estudo sdo :

1- Reproduzir o modelo de fibrose pulmonar induzida pela instilagdo de bleomicina

intratraqueal, desde as suas fases mais precoces até a fase fibroproliferativa.

2- Utilizar um inibidor do b-FGF, o polissulfato de pentosan, na tentativa de bloquear

a fibrose pulmonar induzida em ratos pela bleomicina intratraqueal .
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MATERIAL E METODOS
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 DELINEAMENTO

Este ¢ um estudo experimental, controlado, com dados contemporaneos, tendo como
objetivos validar todas as etapas do modelo de fibrose pulmonar, induzida por bleomicina
intratraqueal, em ratos WISTAR, bem como avaliar o efeito do polissulfato de pentosan no

quadro histologico observado apos a instilagdo de bleomicina intratraqueal.

2.2. AMOSTRA

Inicialmente foram utilizadas 36 ratas adultas da raga Wistar, pesando entre 175 e
225 mg, adquiridas do Laboratorio de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Estas ratas eram alimentados ad libitum ,eram livres de patogenos e foram mantidas

isoladas de outros animais.

Neste primeiro experimento as ratas foram divididas em 6 grupos de 6 animais cada.
Cada grupo constou de trés animais controle e trés animais que receberam o tratamento. Os
animais controle receberam a instilagio de 0,3 ml de soro fisiologico intratraqueal. O
tratamento consistiu da instilagdo intratraqueal de 1,5 unidades de bleomicina + 0,3 ml de
soro fisiologico. Os grupos foram sacrificados nos seguintes intervalos apos as instilagdes

intratraqueais ( de soro fisiologico e de soro fisiologico + bleomicina ): 1 hora, 6 horas, 24
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horas, 7 dias, 15 dias e 30 dias. Foi realizada entdo analise histopatologica dos pulmdes o

que permitiu a caracterizagdo do modelo experimental.

Apos a caracterizagdo do modelo, foi iniciada a segunda parte do experimento para
testar a hipotese de que o PPS seria um fator protetor na fibrose pulmonar induzida por
bleomicina intratraqueal. Utilizou-se o 15° dia como referencial para o sacrificio, baseado

nos achados no primeiro grupo de animais estudados.

Foram utilizados 4 grupos de 10 ratas com peso variando entre 175 e 225 g, com a

seguinte distribuigio:

GRUPQO 1- (CONTROLE ) - 0,3 ml de soro fisiologico intratraqueal no D1.

GRUPO 2 - ( BLEOMICINA ) - 0,3 ml de soro fisiologico intratraqueal +

bleomicina 1,5 ui intratraqueal no D1.

GRUPO 3 - ( PPS ) - Polissulfato de pentosan 25 mg/kg subcutineo por dia por 14

dias + 0,3 ml de soro fisiologico intratraqueal.

GRUPO 4 - ( BLEOMICINA + PPS ) - 0,3 ml de soro fisiologico intratraqueal +
bleomicinal,5 ui intratraqueal no D1 + polissulfato de pentosan 25 mg/kg subcutineo por

14 dias.
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2.3. TECNICA CIRURGICA

Os animais foram anestesiados com cetamine 100mg/kg por via intraperitoneal, e
tiveram as suas traquéias expostas, recebendo as instilagdes intratraqueais . Ainda sob efeito

anestésico, a ferida cirurgica era fechada com fio cirlirgico de mononylon 4-0.

Os animais eram sacrificados nos periodos descritos acima. Para o sacrificio os
animais eram anestesiados com tiopental 100 mg/kg por via intraperitoneal. A caixa toracica
era aberta através de uma incisdo mediana, sendo expostos os pulmdes e o coragdo. Os
ratos eram exsanguinados via ventriculo esquerdo e os pulmoes eram perfundidos in sifu
com 10 ml de solugdo salina. O conjunto corag@o-pulmao-traquéia era retirado e a traquéia

canulada.

Os pulmdes foram perfundidos, através da traquéia com glutaraldeido a 4%, a uma

pressdo constante de 20 cm HyO . Uma secgdo transversal do pulméo direito de cada rata

foi utilizada para a andlise histopatologica desses grupos. Foram empregados os métodos

de coloragio com hematoxilina-eosina e picrosirius®* ™.

2.4. VARIAVEIS DO ESTUDO

As variaveis estudadas neste trabalho incluem o quadro histologico progressivo de

fibrose pulmonar induzida pela bleomicina em ratas WISTAR, o percentual de fibrose obtido
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através de uma média da fibrose observada em 8 campos microscopicos por rata, com

aumento de x200, obtidos de maneira aleatoria e a variagdo de peso dos animais.

2.5. ANALISE DE IMAGEM

A quantificagdo da fibrose pulmonar consistiv da analise morfométrica digital
( Fig 10), através de programa de analise de imagem /mage Pro Plus for Windows versdo
1.2 (MEDIA CYBERNETICS, Silver Spring, MD, EUA). As imagens dos cortes
histologicos foram digitalizadas para analise morfométrica a partir da microscopia oOtica
convencional ( microscopio ZEISS KF, OBERKOHEN, Alemanha ), com lentes
planacromaticas ( ZEISS KF ), fototubo com videocamara ( CCD ) colorida ( Camera CK
3800 - Meiji, Japdo ) acoplada e placa digitalizadora ( TARGA PLUS 16 - Truevision,
EUA ), gerando arquivos de imagem de 512x486 pixels e 65536 cores, em computador
com microprocessador Intel 80486 DX2, 66 Mhz, 32 Mb de memdria RAM, monitor de

video com 0.25 dot pitch de 17" e placa controladora de video com 4 Mb).

Foram selecionados aleatoriamente oito campos microscopicos corados pela técnica
de picrosirius a partir de cortes histologicos transversais de pulméo direito. O procedimento
de selecdo dos campos microscopicos foi realizado através de uma grade composta por uma

matriz de nove elementos aplicada sobre a lamina .
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A digitalizagdo das imagens foi realizada coin iluminagdo de tipo Kohler, lampada
halogenada a temperatura de 2800 K e alimenta¢do com estabilizador de voltagem. As
imagens foram digitalizadas com aumento microscopico de 200 vezes, através de lentes
planacromaticas. A videocamara foi conectada a placa digitalizadora Targa Plus através de
cabo DIN 9, gerando sinal no padrdo Super VHS. As imagens foram gravadas no formato
grafico TGA, ocupando em meédia 760 kBytes. Foram entdo convertidas para o formato 24
bits (16 milhdes de cores) e armazenadas em CD-ROM gravavel (PINNACLE RCD-1000,

PINNACLE, Irvine, CA, EUA).

Através do programa Image Pro Plus, estes arquivos de imagem foram abertos ,

sendo realizada a selegdo das areas de interesse através dos seguintes critérios:

a. areas com tonalidade igual ou superior a 250 (cinza claro e branco) foram
consideradas como espacos alveolares em imagens convertidas para 8 bits (256 tons de

cinza);

b. artefatos e células claramente presentes em espacos alveolares foram excluidos da

mensuragdo por métodos interativos de computacdo grafica;

c. areas ocupadas por hemacias foram selecionadas através da coloragdo (vermelho

escuro) destas células e eliminadas da mensuragdo por método semi-interativo;
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A area total de septos interalveolares, estruturas vasculares e de condugdo da arvore
respiratoria foram convertidas para formato bimodal (preto e branco), onde o branco
corresponde a espago alveolar e estruturas excluidas da mensuragdo (descritas emb. e c.) e

mensuradas.

Apos, as imagens foram reconvertidas para cores de 24 bits, sendo selecionadas por
método semi-interativo as areas de fibrose, de coloragdo vermelha clara e criada uma
mascara de imagem contendo apenas as areas de coloragdo e disposi¢do correspondente a
tecido fibrotico, sendo entdo incluidas as areas correspondentes aos nucleos de fibroblastos,
de tonalidade mais escura e ndo especifica. Estas areas foram entdo mensuradas

(Figs. 9,10e 11).

Todas as mensuragdes foram expressas em micrometros ao quadrado. As escalas
foram aferidas através da digitalizacdo de imagem de régua micrométrica de vidro sob a

ampliacdo das lentes utilizadas neste trabalho.
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Figura 9. Espécime pulmonar 15 dias apds a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Coloragao de picrosirius. Ampliagdo x 200.
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Figura 10. Espécime pulmonar 15 dias apds a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Mascara (em vermelho), correspondendo as areas de fibrose

sobreposta a arquitetura pulmonar. Coloragdo de picrosirius x 200.
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Figura 11. Mascara ( vermelho ), correspondendo as areas de fibrose.

Aumento x 200.
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2. Videocamara

CC

1. Microscopio com fototubo

3. placa digitalizadora

Figural2. Equipamento de digitalizagdo de imagem.

fototubo
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2.6. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica utilizou-se o programa SPSS (Statistical Package for Social
Sciences ), versdo 6.0. A amostra foi caracterizada através da estatistica descritiva. Foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis” e teste de comparagdes miiltiplas
para verificar possiveis diferencas entre os grupos estudados nas variaveis Peso Inicial,
Diferenga entre Peso Inicial e Final e Propor¢do de fibrose. Foi também utilizado o
coeficiente de correlagdo de Spearman, que permitiu estudar a correlagdo entre o grau de
fibrose observado com a variagdo de peso dos animais durante o experimento. Para

proposito de significancia estatistica, o erro o foi fixado em 5%.
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3. RESULTADOS

3.1. DESCRICAO HISTOLOGICA DO MODELO

Todos os ratos controle que receberam apenas soro fisiologico intratraqueal possuiam
epitélio alveolar normal, composto por pneumocitos do tipo I, com a eventual presenca de
polimorfonucleares e macrofagos, tanto na luz alveolar como no espago intersticial

( Fig 13, 14 ). Néo se observaram alteragdes pleurais ( Fig 15 ).

Uma hora apoés a exposicdo a bleomicina intratraqueal, os pulmdes dos ratos
demonstravam a presenca de mastocitos distribuidos difusamente nos espagos

intraalveolares ( Fig 16 ).

Os pulmdes dos ratos que receberam bleomicina intratraqueal demonstravam, na sexta

hora, um quadro histologico semelhante a primeira hora.

O quadro histologico sofre uma importante mudanga na vigésima-quarta hora, quando
se observa proeminéncia do epitélio bronquiolar com hiperplasia reacional. ( Fig 17 ).
Aparece, também uma grande quantidade de macrofagos intraalveolares com grande
quantidade de citoplasma ( Fig 18 ). Os pulmdes demonstram areas de intenso edema
intersticial ( Fig 19 ). As células endoteliais dos vasos de pequeno calibre demonstram

necrose e picnose nuclear ( Fig 20 ).
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No sétimo dia da instilagdo intratraqueal de bleomicina, ha o inicio da formagdo de
fibrose intersticial ( Fig 21 ). Observa-se um intenso processo regenerativo, com a presenga
de fibroblastos jovens e macrofagos. Neste mesmo momento, existem evidéncias de
reepitelizacdo demonstrada pela presenga de pneumdcitos tipo II que recobrem a superficie
alveolar ( Fig 21 ). O espago subpleural demonstra grandes areas de edema alveolar
( Fig 22) e a pleura demonstra espessamentos em alguns pontos de sua extensao ( Fig 23 ).
Permanece a presenc¢a de muitos macrofagos alveolares com eventuais células gigantes nas
areas de maior dano tecidual ( Fig 24 ). Também se demonstra um quadro de vasculite

mononuclear ( Fig 25)

No décimo-quinto dia apds a instilagdo de bleomicina, existem areas de retragdo
pleural secundaria a fibrose no parénquima pulmonar ( Fig 26 ) . Ha formagio de
verdadeiras cicatrizes fibrosas parenquimatosas, com distor¢io da arquitetura pulmonar
normal ( Fig 27 ). Alguns vasos demonstram necrose fibrindide das paredes vasculares,
permanecendo o infiltrado inflamatério mononuclear, porém com menor intensidade

( Figs. 27 e 28).

No trigésimo dia a fibrose pulmonar se torna ainda mais manifesta, com areas de

faveolamento ( Fig 29 ). Ha um espessamento pleural difuso ( Fig 30 ).

As areas de fibrose pulmonar sdo agora confluentes, havendo a formagdo de pontes
entre elas ( Fig 31 ) .Os vasos sanguineos demonstram hiperplasia da camada muscular com

diminui¢@o do seu calibre ( Fig 32).
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Os animais que receberam o polissulfato de pentosan na dose de 25 mg/kg/dia por 15
dias demonstravam arquitetura alveolar preservada com raros focos de infiltrado
mononuclear perivascular. O epitélio bronquico , os vasos sanguineos e as pleuras tinham

aspecto normal ( Fig 33 ).

0 uso do PPS na dose de 25 mg/kg/dia ndo impediu a formagdo de fibrose
pulmonar ( Fig 34 ). Os animais assim tratados demonstravam, no décimo quinto dia, as
mesmas caracteristicas dos ratos ndo tratados, a saber: fibrose confluente, presenga de

macréfagos intraalveolares, retragdo pleural e edema alveolar e intersticial.
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Figura 13. Espécime pulmonar de um rato controle demonstrando

estrutura alveolar, vasos sanguineos e epitélio bronquico preservados.

Coloragdo de hematoxilina ¢ eosina. Ampliagdo x 100.



42

Figura 14. Espécime pulmonar de um rato controle demonstrando

macrofagos intraalveolares ndo ativados, epitélio alveolar normal, composto
basicamente por epitélio do tipo I ¢ um eventual polimorfonuclear. Coloragdo

de hematoxilina e eosina. Ampliagédo x 400.
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Figura 15. Espécime pulmonar de um rato controle demonstrando o

aspecto de uma pleura normal. Coloragdo de hematoxilina e eosina. Ampliagdo

x 100.
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Figura 16. Espécime pulmonar 1 hora apds a instilagdo de bleomicina

mtratraqueal. Existe uma mastocitose difusa nos espagos intraalveolares, com a
presenga de macrofagos intraalveolares ocasionais. Coloragdo de hematoxilina

e eosina. Ampliagdo de x 400.
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Figura 17. Espécime pulmonar 24 horas apds a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Proeminéncia do epitélio bronquiolar com hiperplasia reacional.

Coloragédo de hematoxilina e eosina. Ampliagdo de x 400.
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Figura 18. Espécime pulmonar 24 horas apods a instilacdo de bleomicina
intratraqueal. Presenga de um grande niimero de macréfagos alveolares com
aumento do seu citoplasma e eventualmente com vacuoliza¢des . Persiste um
grande numero de mastocitos intraalveolares. Coloragdo de hematoxilina e

eosina. Ampliagdo de x 400.
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Figura 19. Espécime pulmonar 24 horas apds a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Inicio de edema alveolar e intersticial. Coloragdo de hematoxilina

e eosina. Ampliacdo de x 400.
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Figura 20. Espécime pulmonar 24 horas ap6s a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Presencga de necrose e cariorrexis em uma célula endotelial ¢ de
um infiltrado mononuclear perivascular. Coloragdo de hematoxilina e eosina.

Ampliacdo de x 400.
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Figura 21. Espécime pulmonar 7 dias apos a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Presenga de intenso processo regenerativo, com o inicio da
formacdo de fibrose intersticial. A superficie alveolar esta coberta por células

cubdides do tipo 1I. Coloragdo de hematoxilina e eosina. Ampliagdo de x 400.
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Figura 22. Espécime pulmonar 7 dias apos a instilacdo de bleomicina
intratraqueal. Presenca de acentuado edema subpleural. Coloragdo de

hematoxilina e eosina. Ampliagdo de x 400.
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Figura 23. Espécime pulmonar 7 dias apos a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Espessamento focal da pleura. Coloragdo de hematoxilina e

eosina. Ampliagdo de x 400.
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Figura 24. Espécime pulmonar 7 dias ap6s a instilagdo intratraqueal de

bleomicina. Nas areas de maior dano tecidual se demonstra a presenca de
células gigantes e numerosos macrdfagos intraalveolares e intersticiais.

Coloragao de hematoxilina e eosina. Ampliagdo de x 400.
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Figura 25. Espécime pulmonar 7 dias apos a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Presenca de vasculite mononuclear. Coloragdo de hematoxilina ¢

eosina. Ampliagdo de x 400.
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Figura 26. Espécime pulmonar 15 dias apds a instilagdo de bleomicina
intratraqueal. Nota-se retracdo pleural secundaria a fibrose no parénquima

pulmonar. Coloragio de hematoxilina e eosina. Ampliagdo x 100.
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Figura 27. Espécime pulmonar 15 dias apds a instilagdo de bleomicina

intratraqueal.  Persisténcia do infiltrado mononuclear intersticial, com a
formagfo de cicatrizes fibrosas e necrose fibrinoide das paredes vasculares. O
mfiltrado intersticial ¢ menos intenso do que no sétimo dia. Coloragdo de

hematoxilina e eosina. Ampliagdo de x 100.
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Figura 28. Espécime pulmonar 15 dias apds a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Presenca de necrose fibrindide nas paredes vasculares.

Coloragio de hematoxilina e eosina. Ampliagdo de x 100.
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Figura 29. Espécime pulmonar 30 dias apos a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Presenca de nddulos fibrosos tipo “faveolamento”. Coloragdo de

hematoxilina e eosina. Ampliacdo x 100.
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Figura 30. Espécime pulmonar 30 dias apds a instilagio de bleomicina

intratraqueal. Espessamento pleural difuso. Coloragdo de hematoxilina e

eosina. Amplia¢do x 100.
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Figura 31. Espécime pulmonar 30 dias apos a instilagdo de bleomicina
mtratraqueal. Presenga de “pontes” entre as regides de fibrose. Nesta fase, ha
uma diminui¢do do infiltrado intersticial e alveolar. Coloragdo de hematoxilina

e eosina. Ampliagdo x 100.
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Figura 32. Espécime pulmonar 30 dias ap6s a instilagdo de bleomicina

intratraqueal. Existe uma hiperplasia da camada muscular dos vasos
sanguineos , persistindo o quadro de vasculite. Coloragdo de hematoxilina e

eosina. Ampliacdo x 400.
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Figura 33. Espécime pulmonar no 15° dia de uso do PPS subcutineo na

dose de 25 mgkg/dia. Arquitetura pulmonar normal. Coloragdo de

hematoxilina e eosina. Ampliagdo de x 100.
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Figura 34. Espécime pulmonar no 15% dia pés instilagio de bleomicina

intratraqueal e uso de PPS subcutdneo na dose de 25mg/kg/dia. Presenga de
fibrose pulmonar, retracdo ¢ espessamento pleural e distor¢do da arquitetura

alveolar normal. Colorac¢do de hematoxilina e eosina. Ampliagdo x100.
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3.2. ANALISE ESTATISTICA

3.2.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO ESTUDADA

A segunda parte do experimento utilizou 40 ratas da raga Wistar com peso variando
entre 175 e 225g. Nao havia diferenca estatistica entre os quatro grupos de 10 ratas cada,

quando comparados em relag@o ao peso inicial (p = 0,3066). Tabelas I e 2.

Os grupos de ratas controle e PPS n3o apresentaram mortalidade. O grupo de ratas
que recebeu bleomicina intratraqueal + PPS apresentou trés oObitos assim distribuidos: 1
obito no 2%dia , 1 6bito no 11%dia e 1 6bito no 13% dia. O grupo de ratas que recebeu

bleomicina intratraqueal apresentou 1 dbito no 2% dia.

Tabela 1. Peso inicial e final das ratas analisadas por grupo de interesse

Controle PPS Bleomicina PPS + Bleomicina
Rato PI* PF*#* PI PF PI PF P1 PF

1 220 240 180 195 215 240 195 140
2 215 230 175 195 225 230 175 110
3 190 200 180 200 215 205 220 180
4 220 235 190 215 215 230 200 150
5 225 245 215 230 190 205 210 140
6 220 230 210 225 190 200 215 140
7 180 200 225 240 200 225 180 120
8 190 210 210 225 215 220

9 205 225 175 185 190 190

10 200 215 190 205

* Peso Inicial
** Peso Final
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Tabela 2. Média e erro padriao da média dos pesos inicial e final das ratas analisadas

por grupo de interesse

Peso Inicial Peso Final
Grupos Média EP* Média EP
Controle 206,5 5,00 223.0 5,07
Polissulfato de pentosan ~ 195,0 5,82 211,5 5,73
Bleomicina 206,1 4,55 215,6 5,58
PPS + Bleomicina 199,3 6,49 140,0 8,45

* Erro Padrio da Média

3.2.2. VARIACAO DO PESO DOS ANIMAIS

A analise de varidncia ndo-paramétrica demonstrou diferenca na variagdo de peso

entre os grupos ( p=.0004 ). Através do teste de comparagdo multipla observou-se que os

grupos que os grupos controle , PPS ndo diferiram em relagdo a diferenga entre o peso

inicial e o peso final . O grupo que recebeu bleomicina ganhou menos peso quando

comparado aos grupos controle e PPS. O grupo que recebeu bleomicina + PPS perdeu peso

de uma maneira estatisticamente significante em relagdo aos demais grupos. (Tabelas 3 e 4 e

Fig. 35).
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Tabela 3. Resultados dos testes de comparacfio multipla para o teste de Kruskall

Wallis da diferenca entre o peso inicial e o final dos grupos

Grupos l'f _ T} } H

Controle € PPS 5,50 8,15
Controle e Bleomicina 76,47 8,37
Controle e PPS+Bleomicina 212,00 8,98
PPS e Bleomicina 70,97 8,37
PPS e PPS+Bleomicina 206,50 9,98
Bleomicina ¢ PPS+Bleomicina 135,53 9,19

* - Diferenca estatisticamente significante

Tabela 4. Média e erro padrio da média da diferenca entre o peso inicial e o

final para os grupos de interesse

Grupos Média Erro Padrio
Controle 16,5 1,30
Polissulfato de pentosan 16,5 1,30
Bleomicina 10,0 3,82
PPS + Bleomicina -59.3 4,56
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CONTROLE PPS BLEOMICINA PPS +
BLEOMICINA

Figura 35. Média da diferenga entre o peso inicial e o final, em gramas, em relagéo aos

grupos de interesse

3.2.3. QUANTIFICACAO DA FIBROSE PULMONAR

As tabelas 5,6,7 e 8 demonstram os valores das areas totais de parénquima pulmonar

examinadas e de fibrose pulmonar, a partir da analise das imagens obtidas aleatoriamente.
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Tabela 5. Quantificacio da drea de parénquima estudada e a percentagem de

fibrose pulmonar nas ratas controle

Rata AT* (12) AF** (12) Rata AT (12) AF (12)
1 414985 0 6 618183 0
1 612328 0 6 618831 0
1 934285 0 6 701371 0
1 523987 0 6 681318 0
] 487235 0 6 601831 0
1 536798 0 6 685713 0
1 722876 0 6 595284 0
1 711754 0 6 591738 0
2 695532 0 7 601831 0
2 598765 0 7 918381 0
2 732198 0 7 701398 0
2 725331 0 7 736481 0
2 731570 0 7 762618 0
2 730187 0 7 701833 0
2 736221 0 7 719234 0
2 789344 0 7 721937 0
3 901876 0 8 732454 0
3 654122 0 8 743321 0
3 701981 0 8 750923 0
3 791655 0 8 789128 0
3 346221 0 8 702435 0
3 704001 0 8 690123 0
3 495123 0 8 710239 0
3 501789 0 8 509392 0
4 456987 0 9 701939 0
4 432789 0 9 692831 0
4 403129 0 9 500344 0
4 403344 0 9 490021 0
4 698765 0 9 598673 0
4 701423 0 9 602912 0
4 699762 0 9 873741 0
4 872001 0 9 509284 0
5 742617 0 10 639588 0
5 719172 0 10 498579 0
5 827361 0 10 834760 0
5 651902 0 10 839027 0
5 426819 0 10 507352 0
5 427316 0 10 729097 0
5 618381 0 10 680903 0
5 817316 0 10 549753 0

*Area total

** Area com fibrose
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Tabela 6. Quantificacio da drea de parénquima avaliada e de fibrose pulmonar

no grupo de ratas que recebeu PPS

Rata AT* (p?) AF** (u?) Rata AT (n*) AF (n?)
1 698002 0 6 563924 0
1 723456 0 6 802498 0
1 765849 0 6 652748 0
1 802837 0 6 627488 0
1 720319 0 6 750394 0
1 689324 0 6 753627 0
1 650942 Q0 6 762536 0
1 648281 0 6 781399 0
2 657382 0 7 634617 0
2 702942 0 7 702982 0
2 719283 0 7 729284 0
2 723884 0 7 648392 0
2 734249 0 7 749303 0
2 692848 0 7 763848 0
2 802492 0 7 802482 0
2 838429 0 7 839294 0
3 619293 0 8 583829 0
3 568924 0 8 503228 0
3 721449 0 3 827474 0
3 509814 0 8 1034824 0
3 709812 0 8 472284 0
3 801183 0 8 921848 0
3 753829 0 8 503924 0
3 734245 0 8 694929 0
4 802848 0 9 359294 0
4 682949 0 9 308742 0
4 338484 0 9 704382 0
4 824774 0 9 837278 0
4 502499 0 9 702984 0
4 400392 0 9 837274 0
4 390982 0 9 756352 0
4 709248 0 9 735624 0
5 802948 0 10 526472 0
5 720949 0 10 654839 0
5 746562 0 10 582840 0
5 729824 0 10 294842 0
5 786398 0 10 763995 0
5 675929 0 10 832848 0
5 602949 0 10 788472 0
5 759248 0 10 827472 0

* Area Total

** Area com Fibrose



Tabela 7. Quantificaciio da area de parénquima pulmonar e de fibrose

pulmonar no grupo de ratas que recebeu bleomicina intratraqueal
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Rata AT*(2) AF **(/2) Rata AT* (,12) AF (,2)
1 1187361 198172 6 798731 23774
1 987234 90876 6 698382 0
1 897372 89843 6 747723 340
1 976524 09824 6 982714 49837
1 1002847 123482 6 1092834 79384
1 1203945 234201 6 1182737 84728
1 998744 97281 6 502837 0
1 1203873 189823 6 1287172 87827
2 1008323 78965 7 608283 0
2 1156745 65423 7 708293 0
2 1208374 56423 7 1009827 56473
2 943123 34563 7 698374 0
2 897626 67894 7 998172 90928
2 1102384 101342 7 1223728 89017
2 890283 23643 7 1092833 56002
2 502834 34976 7 700827 0
3 1121451 0 8 780526 0
3 756890 45765 8 692013 0
3 987640 58765 8 892831 0
3 1123453 74532 8 707838 0
3 1230032 110873 8 837428 0
3 543654 0 8 764829 0
3 965976 76876 8 802847 0
3 1134563 87654 8 782942 0
4 1231126 77642 9 893202 34293
4 1156724 54876 9 909283 23647
4 991827 77929 9 102837 56473
4 793841 34248 9 873623 43622
4 543622 133 9 637273 23748
4 489292 0 9 1192837 40626
4 673642 0 9 1108283 120382
4 578348 0 9 675893 0
5 893827 45928
5 1128374 67583
5 562711 241
5 1272834 87364
5 1087482 79827
5 1392734 99783
5 998762 34762
5 543672 0

* Area Total

** Area com Fibrose



Tabela 8.Quantificaciio da drea de parénquima pulmonar e de fibrose

pulmonar no grupo de ratas que recebeu Bleomicina intratraqueal + PPS
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Rata AT* (n?) AF* (17) Rata AT (n?) AF (n?)

1 897362 43283 5 992342 89304
1 1102384 78465 5 1098242 90283
1 987364 67584 5 9287424 101983
1 1093874 87543 5 1374612 135627
1 780653 12983 5 973628 90182
1 890372 99837 5 794829 68338
1 989493 121002 5 1173842 120834
1 978323 48657 5 782944 12934
2 902834 42192 6 983742 78237
2 890283 36785 6 937421 68376
2 908273 33782 6 738429 97273
2 110283 39847 6 598543 0

2 828344 36398 6 1024727 89483
2 736426 22837 6 1102844 72384
2 927347 42474 6 938249 54300
2 938824 33424 6 900028 83842
3 792842 0 7 952842 78576
3 827427 741 7 654739 3492
3 982472 28737 7 56392 7838
3 837427 73759 7 903842 83742
3 992784 80283 7 983672 78394
3 984829 82834 7 1101823 98374
3 834333 76254 7 1000383 99826
3 927842 54362 7 908274 70398
4 893482 33563

4 901842 30287

4 910920 31932

4 783742 23415

4 754623 22019

4 793842 40928

4 738422 44953

4 691823 12938

* Area Total

** Area com Fibrose
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3.2.4. ANALISE DA AREA TOTAL DE PARENQUIMA PULMONAR AVALIADA

ENTRE OS GRUPOS

A andlise de variancia ndo parameétrica pelo teste de Kruskall-Wallis demonstrou
diferenca na area de parénquima pulmonar analisada ( p= .0000 ) . Através do teste de
comparagdo multipla observou-se que os grupos tratados com bleomicina e bleomicina +
PPS tiveram maior area de parénquima pulmonar analisado, quando comparados aos grupos
controle € PPS.  Os grupos controle e PPS ndo diferiram em relagdo a esse parametro

(Tabelas 9 e 10 e Fig 36).

Tabela 9. Teste de Kruskall-Wallis da area total de parénquima pulmonar

analisada
Grupos ﬁ:‘ -7 H Diferenca
Controle e PPS 22,45 28,05
Controle e Bleomicina 99 41 28.82 *
Controle e PPS+Bleomicina 110,64 30,91 *
PPS e Bleomicina 76,96 28,82 *
PPS e PPS+Bleomicina 88,19 30,91 *
Bleomicina e PPS+Bleomicina 11,23 31,61

* Diferenca estatisticamente significante.
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Tabela 10. Média e erro padrio da média da irea total analisada em relacio aos

grupos de interesse

Grupos Média Erro Padrio
Controle 656425.6 14750,50
Polissulfato de pentosan 094806,5 14970,09
Bleomicina 907750,3 29184,02
PPS + Bleomicina 1033480,4 152556,12

PPS + BLEOMICINA
BLEOMICINA
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Figura 36. Média da area total ( em 1) analisada em relagdo aos grupos de

interesse.

3.2.5. ANALISE DA AREA DE FIBROSE PULMONAR AVALIADA ENTRE OS

GRUPOS

A andlise de variancia ndo paramétrica permitiu concluir que o grupo tratado com
bleomicina + PPS, além de ndo ser protegido contra a fibrose pulmonar, apresentou maior

propor¢do de fibrose comparativamente ao grupo que recebeu apenas bleomicina
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intratraqueal. As ratas controle e as que receberam polissulfato de pentosan ndo

demonstraram fibrose (Tabelas 11 e 12 e Fig 37 e 38).

Tabela 11. Resultados dos testes de comparaciio multipla para o teste de

Kruskall-Wallis da proporcio de drea com fibrose

Grupos i'f -7 | H Diferenca
Controle e PPS 0,00 ; 28,05
Controle e Bleomicina 102,11 28,82 *
Controle e PPS+Bleomicina 138,71 30,91 *
PPS e Bleomicina 102,11 28,82 *
PPS e PPS+Bleomicina 138,71 30,91 *
Bleomicina e PPS+Bleomicina 36,60 31,61 *

e Diferenga estatisticamente significante.
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Tabela 12. Média e erro padrio da média da proporcio da area total

atingida por fibrose

Grupos Média Erro Padrio
Controle 0,0 0,00
Polissulfato de pentosan 0,0 0,00
Bleomicina 5,5 0,87
PPS + Bleomicina 6,7 0,70

7 +
6 4
5 1 i
4 4 . -
2 1
1+
0
Bleomicina PPS + Bleom.
Figura 37. Média da proporgdo da area total analisada atingida por fibrose em

relagdo aos grupos de interesse. Os demais grupos (controle e PPS) ndo aparecem no
grafico acima, pois seus valores foram constantes (zero) e, consequentemente, nio tiveram
variabilidade.
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Figura 38. Grafico da proporcdo de fibrose em relagdo aos grupos desse estudo

3.2.6. CORRELACAOQO ENTRE A FIBROSE PULMONAR E A VARIACAO DE
PESO DOS ANIMAIS

Utilizando o coeficiente de correlagdo de Spearman, demonstra-se que ha uma
correlagdo inversa, significativa, entre a propor¢do de fibrose e a variagdo de peso dos

animais estudados (r=-0.5648; p=0.0000).
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4. DISCUSSAO

“O melhor objeto de estudo da humanidade é o proprio homem™"

. Tal frase seria
facilmente endossada pela maioria dos investigadores. Infelizmente a humanidade € avessa a
ser devidamente estudada, especialmente quando doente. Tal fato complica a investigagdo
do desenvolvimento e do quadro evolutivo das doengas humanas, uma vez que
frequentemente lesdes subclinicas ndo podem ser detectadas ou medidas devidamente ex

vivo. Tais dados seriam cruciais para se compreender a patogénese e formular-se estratégias

para possiveis intervengdes terapéuticas em diversas situagoes.

Consequentemente, os modelos experimentais sio muito importantes para o0 avango
cientifico. Os modelos in vitro sdo uteis para a analise da contribuicdo de populagoes
celulares individuais em relagdo a um processo fisiologico ou patolégico. O pulmdo, no
entanto, ¢ um orgdo no qual as interagcdes entre os diferentes tipos celulares sdo
dependentes da sua propria organizacgdo espacial. Além disso, o efeito de um agente toxico
ao pulméo € em parte determinado pela via de administragdo do agente e da susceptibilidade
genética do organismo a esse agente. Dessa maneira muitas questdes clinicamente
relevantes sobre a patogénese das doencas pulmonares e das vias respiratorias s6 podem ser

abordadas através de modelos experimentais em animais.®

Na maioria dos modelos animais de injuria pulmonar fibrogénica , as lesdes sdo

causadas pela exposi¢do a um agente toxico. O modelo pulmonar de SARA mais utilizado é
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o da instilagdo de uma dose unica de bleomicina intratraqueal. Esse modelo possui diversas
vantagens sobre os modelos que utilizam a bleomicina via parenteral, tais como: um
desenvolvimento mais rapido e previsivel de fibrose pulmonar e uma distribuigdo ndo
homogénea das lesdes , o que € compativel com o quadro de SARA que ocorre em

83-87-9
humanos®*"?

4.1. BLEOMICINA

A bleomicina ¢ um importante agente antitumoral descoberto por Umezana e colegas
como um produto da fermentagdo do fungo Streptomyces verticillus™ ( Fig 39 ). A
bleomicina possui significante agdo antitumoral numa gama de neoplasias humanas tais
como: os linfomas, os carcinomas epidermoides de cabeca e pescogo e os carcinomas de
testiculo. Este importante agente quimioterapico causa uma mielossupressdo e toxicidade
gastrointestinal minimas , possuindo um importante papel curativo ( em linfomas e

carcinomas de testiculo ) em esquemas de poliquimioterapia’™,
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Figura 39. Estrutura quimica da bleomicina (segundo Riggs C E Jr.”).

Apos a formagdo de um complexo com o cobre, ferro, niquel ou manganés, a
bleomicina reduz o oxigénio molecular a radicais superdxido e hidroxila, que depois
causardo dano ao DNA®™ . A bleomicina causa seu efeito citotoxico através da
fragmentagdo do DNA, causando um acumulo de células na fase G2 do ciclo celular, o que,
em células com o aparelho de apoprosis intacto( sem alteragdo na funcdo do gene p53, por

exemplo ), levara a morte celular programada das células tumorais”’.

A bleomicina € distribuida rapidamente no organismo apos a administragdo parenteral.
As maiores concentragdes da droga sdo alcancadas nos rins, figado, pele, linfonodos e
pulmdes. Os efeitos toxicos da bleomicina sdo bem conhecidos. A pele e os pulmdes sdo os
orgdos mais afetados. Existe uma correlagdo direta entre os baixos niveis da enzima

bleomicina hidroxilase e a toxicidade cutinea e pulmonar da droga ***'%.
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A reagdo adversa mais séria a bleomicina ¢ a toxicidade pulmonar que pode se
manifestar agudamente como uma rea¢do de hipersensibilidade -caracterizada por
angioedema, urticaria e broncoespasmo ( sendo esta a razdo para realizar-se uma dose teste

de Img EV ), ou cronicamente como fibrose pulmonar progressiva.

A toxicidade cronica se manifesta clinicamente por uma tosse seca, estertores
crepitantes finos e um infiltrado pulmonar difuso bibasal no exame de raio-x pulmonar. Os
achados radiograficos podem ser sugestivos de um quadro infeccioso, de recidiva ou de
progressdo tumoral, podendo progredir para cavitagdo, atelectasia, colapso lobar ou mesmo

. ~ 01-
consolida¢do pulmonar'®'"'%%,

Aproximadamente 10% dos pacientes que recebem bleomicina desenvolvem
toxicidade pulmonar clinica e cerca de 1-2% vem a falecer em decorréncia dessa
complica¢do. Na maioria dos pacientes que se recuperam, existe uma melhora significativa
da fungdo pulmonar, porém a fibrose pode ser irreversivel. Infelizmente os testes de fungio
pulmonar ndo sdo de valor preditivo para se detectar o inicio precoce dessa complicagdo'”.

A capacidade de difusdo do didxido de carbono (CO), declina nos pacientes que recebem

uma dose total cumulativa maior de 250 unidades'®*

O risco de desenvolvimento de fibrose pulmonar secundaria ao uso de bleomicina
correlaciona-se com a dose total cumulativa ( > 300 UI ), com a utiliza¢do de radioterapia
prévia , com idade ( > 70 anos ), com comprometimento da fungdo renal e com o

tabagismo. O uso de corticoesteroides € controverso nesta situagdo. Na realidade, até o
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momento ndo existe terapia especifica de valor comprovado para o dano pulmonar causado

pela bleomicina, exceto o tratamento sintomatico e de suporte'**"'%.

4.2. MODELO EXPERIMENTAL

O desenvolvimento da injuria pulmonar neste modelo experimental, apos a instilagdo
de uma dose tnica de bleomicina intratraqueal, pode ser dividido em trés estagios: ( 1 ) um
estagio inflamatorio agudo ( 1-7 dias apds a instilagio de bleomicina intratraqueal ),
caracterizado por um influxo de células inflamatorias, edema alveolar e a ativagdo e
elaboragdo de uma pletora de mediadores inflamatorios. Neste fase aguda o quadro
histologico ndo demonstra evidéncias de reparo. ( 2 ) um estagio sub-agudo
( 7-15 dias apos a instilagdo de bleomicina intratraqueal ), na qual a resposta inflamatdria
ainda € intensa porém existem claras evidéncias de reparo ( tais como a proliferagdo das
células epiteliais do tipo II como tentativa de regeneracdo do epitélio alveolar e a presenga
de fibrose pulmonar ). Um terceiro estagio marcado pela diminui¢do do infiltrado
inflamatorio ( 15 - 30 dias ), que ¢ dominado pelo metabolismo do tecido conjuntivo ou

seja fibrose pulmonar, e pela reepitelizagdo e reendotelizagio.
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4.3. QUADRO HISTOLOGICO

4.3.1. MASTOCITOS

Os mastocitos sdo células que estdo amplamente distribuidas nos pulmdes em
situagdes fisiologicas e patologicas. Elas representam cerca de 2 - 9% das células do
N . - . . . - . ;. 107 -
parénquima pulmonar que sdo recolhidas apos dispersdo enzimatica . Os pulmdes
possuem as mais altas concentra¢des de mastocitos e seus precursores do que qualquer
outro tecido. Um grama de tecido pulmonar humano contém aproximadamente 10°

. . . . -109
mastocitos, sendo que a sua maior densidade € encontrada nas paredes alveolares'**"'",

Os mastocitos representam apenas 0,04 - 0,6% das células hematologicas nucleadas
presentes nos BALs de voluntarios normais, devido ao fato que essas c€lulas ndo possuem a

A . . ~ , 110
tendéncia de migragio para o lumen alveolar'’

. O nimero de mastocitos no pulmédo e em
outros tecidos aumenta através do influxo de precursores circulantes ou através da sua
propria proliferacdo in situ. Normalmente, residem no tecido conjuntivo, particularmente
sob as superficies epiteliais e margeando os vasos sanguineos. Os mastocitos sdo derivados

de precursores hematopoiéticos e exceto uma pequena populacdo medular, essa linhagem

~ . 1
completa o seu programa de maturago nos tecidos''.

A mais importante amina biogénica presente nos mastocitos € a histamina. A interagdo
da histamina com receptores de superficie nas c€lulas endoteliais leva a vasodilatagdo e

permeabilidade vascular aumentada. A histamina tem sido implicada como um possivel
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mediador em eventos fibroticos, sendo mitogénica para os fibroblastos, de pulmdes
normais. Em cultura, porém, tal atividade € de menor expressdo quando comparada a
outros fatores de crescimento dos fibroblastos. Os pacientes com fibrose pulmonar
idiopatica tem altos niveis de histamina em amostras do BAL, cujos niveis se correlacionam

com a atividade da patologia''*"'"*.

A ativagdo imunologica dos mastocitos leva a uma liberagdo sustentada de TNF-o,
que permite aos mastocitos promoverem um processo inflamatorio local apds a sua
ativagdo. Existem fortes evidéncias que a liberagdo de TNF-a pelos mastocitos leva a
inducdo da expressio de moléculas de adesdo leucocitaria pelas células endoteliais''*'"”.
Outros mediadores liberados pelos mastocitos incluem: triptase, catepsina—D, interleucinas
3,4 e 5, o fator de crescimento dos macréfagos (GM-CSF), PAF, mediadores lipidicos
(LTB4, PGD,) e heparina''®. Além disso os mastdcitos podem influenciar os fibroblastos e
vice-versa, perpetuando a cascata inflamatoria. Um exemplo dessa interagdo seria a ativagio
dos ﬁbroblastos pelo TNF-o liberado pelos mastocitos. Os fibroblastos assim ativados

passam a secretar IL-8 e GM-CSF e o fator de crescimento dos mastocitos

(c-kit ligand)''"""®,

Neste modelo experimental, em um momento hiper-agudo ( 1 - 6 horas apos a
instilagdo de bleomicina intratraqueal ), as primeiras células a invadirem os alvéolos
pulmonares foram os mastocitos. Este quadro estaria de acordo com a reagdo de
hipersensibilidade manifestada clinicamente através de  urticaria e broncoespasmo,

observado em alguns pacientes que recebem bleomicina por via endovenosa. O quadro de
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mastocitose se mantém durante todo o periodo de acompanhamento do modelo, sendo

particularmente exuberante até o sétimo dia ap0s a instilagdo intratraqueal de bleomicina.

4.3.2. MACROFAGOS

A maioria dos macrofagos pulmonares sdo derivados de mondcitos circulantes que
entram no pulmio em resposta a estimulos inflamatorios e se diferenciam em macrofagos
teciduais ou alveolares. Esta observa¢do € suportada pela presenca de muitos macrofagos
pequenos, “tipo monocitario”, que expressam um fenotipo monocitario nos tecidos, em

, . - . . 1
areas de inflamagdo ativa em pacientes com fibrose pulmonar''”,

Os macréfagos e os seus produtos secretorios possuem um papel central na defesa do
hospedeiro contra microbios patogénicos, no desenvolvimento da imunidade, na patogénese
do choque séptico, na fisiopatologia da cicatrizagdo, no remodelamento tecidual. Parece
haver alguma replicagdo dessas células no pulmdo porém, em sua grande, parte estas células
sdo derivadas de precursores da medula 0ssea que transitam no sangue periférico na forma

o 120-1
de mondcitos 1%,

Em comparagdo com macrofagos de outros sitios (por exemplo
macrofagos peritoneais), os macrofagos alveolares possuem adaptagdes para o ambiente

aerobio dos pulmdes'®.

O papel central dos macrofagos na resposta tecidual a injuria foi elegantemente

demonstrado em trabalhos utilizando animais monocitopénicos onde a cicatrizagdo ocorre

de uma maneira retardada em relagio a animais controle'*.
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As mudangas histologicas e funcionais associadas a ativacdo dos macrofagos
incluem: um aumento do seu tamanho, vacuolizagdo do seu citoplasma, aumento das
enzimas hidroliticas, aumento da produgdo de radicais livres € um aumento na expressdo de
moléculas do complexo maior de histocompatibilidade do tipo II. Entre os fatores capazes
de causar ativagdo dos macrofagos estdo, entre outros : fragdes de componentes do sistema
complemento ( C5a ), endotoxinas, interferon-y e o fator de crescimento dos macréfagos

(GM'CSF) 124125 )

A investigacdo da interagdo entre o sistema imune e as células mesenquimais
expandiu-se do estudo da cicatrizagdo de feridas para as desordens fibréticas pulmonares.
Estas células se caracterizam pela produgdo de uma ampla gama de citocinas e outros
produtos secretorios ( Fig 40 ). A habilidade dos macrofagos de regular o funcionamento de
outras células do parénquima pulmonar, combinada com a sua capacidade de liberar
proteases capazes de degradar os componentes da matriz extracelular, sugerem que essa

célula seja crucial na regulagio do reparo ao dano tecidual que ocorre na SARA'Z.

Neste modelo experimental, os macrofagos aparecem em um grande namero no
espago alveolar, na fase aguda de injiria. Estes macrofagos demonstram um citoplasma
abundante e vacuolizagdo, o que sugere a sua ativagdo. No sétimo dia, nas areas de maior
dano tecidual, se encontram diversas células multinucleadas de Langhans. Neste caso essas
células podem ser formadas devido a persisténcia de complexos imunes, no contexto de
uma alveolite alérgica. Estas células possuem diversos nucleos porém estes se encontram na

periferia do citoplasma. Em nivel de microscopia eletronica, demonstram pouco reticulo
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endoplasmatico e as suas mitocondrias e lisossomos aparentam estar sofrendo degeneracdo.
As células gigantes podem representar um estagio final de diferenciagdo da linhagem
mondcito/macrocitaria'”®. A partir do 15° dia, o numero de macrofagos  diminui

paralelamente ao aparecimento da fibrose pulmonar.
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Fatores de crescimento dos fibroblastos ( FGFs )
Fator de necrose tumoral-alfa

Fator de crescimento tumoral-beta

Interleucina -1

Interleucina - 8

Interleucina - 6

Interferon - alfa

Interferon - beta

Interferon - gama

Superdxidos

Oxido nitrico

Ativador do plasminogénio

Fatores da via intrinseca da coagulagdo: IX,X,V. Protrombina
Fatores da via extrinseca da coagula¢io: VII
Fosfolipase A2

Proteases

Componentes do complemento: C1, C4, C2, C3, C5, properdina, inativador do C3b
Fator de ativagdo plaquetaria ( PAF )
Fibronectina

Prostaglandina E;

Leucotrieno B, C, D, E

Fator indutor da monocitopoiese

Entropoietina

Fatores de crescimento dos neutrofilos e macrofagos (GM-CSF e G-CSF)

Figura 40. Citocinas e outros produtos secretados por macrofagos
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4.3.3. POLIMORFONUCLEARES

Ha mais de um século, Metchnikoff'”’ especulou que os polimorfonucleares (PMN)
poderiam causar dano tecidual devido a uma liberagdo excessiva de substancias toxicas. O
organismo humano possui uma abundéncia natural de mecanismos anti-inflamatorios,
localizados no plasma e em tecidos organicos, para contrabalangar tais processos. No
entanto, em determinadas situacGes, estes mecanismos sdo superados e o dano endotelial e
tecidual causado por polimorfonucleares pode contribuir para uma ampla variedade de

;. . 1
desordens clinicas, tais como a SARA '**.

Durante um quadro de injuria pulmonar inflamatéria, os PMN migram do espago
vascular para o parénquima pulmonar, em resposta a agentes quimiotdxicos.
Freqiientemente, os primeiros leucocitos a serem recrutados sdo os PMN . A quimiotaxia
inicia-se no momento da ligagdo de moléculas sinalizadoras a receptores especificos, na
membrana plasmatica do PMN. Diversos agentes quimiotaxicos distintos tanto quanto a
sua origem bem como a composi¢do bioquimica foram identificados . Entre eles estdo: C5a,
LTB,, PAF e a I1L-8 . Muitos fatores quimiotaxicos podem induzir € aumentar as respostas
funcionais dos PMN, incluindo aderéncia endotelial, produgdo de radicais livres, produgdo
de mediadores lipidicos e a sua degranulagdo. A resposta dos PMN aos fatores
quimiotaxicos varia de acordo com o estimulo especifico. Por exemplo, a estimulagdo de
polimorfonucleares com baixas concentragdes ( 10® M ) de fator quimiotaxico inicia a

migragdo celular orientada. Em concentragdes maiores ( 10°M ), a quimiotaxia é inibida e
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a degranulacio e secregdo de mediadores inflamatorios tais como radicais livres , proteases

e substancias vasoativas é aumentada 21,

A aderéncia dos PMN ao endotélio vascular desempenha um papel critico na resposta

1 .. ,oe . ;. ~ . .
! Tnicialmente nos sitios inflamatorios os PMN sdo vistos deixando o

inflamatoria aguda
fluxo laminar da corrente sangiiinea e "rolando" ao longo da parede endotelial das vénulas
p6s capilares. Ocorre um periodo de firme aderéncia ao endotélio, seguido de diapedese e
migra¢do dos PMN. Uma vez firmemente aderido ao endotélio, forma-se um
microambiente, na parte inferior dos PMN aderidos ao endotélio, no qual as suas proteases,

radicais livres e outras substancias téxicas podem causar dano ao endotélio , de uma

maneira inacessivel a agentes anti-inflamatoérios circulantes. Apenas na década passada, mais
de uma dezena de moléculas envolvidas na interagdo PMN-endotélio foram identificadas
imunologicamente'”. Esta recente explosio do conhecimento no campo das moléculas de
adesdo celular originou-se de estudos de uma deficiéncia genética conhecida como
deficiéncia de adesdo leucocitaria, na qual os pacientes manifestam susceptibilidade a

infecgdes bacterianas recorrentes e uma inabilidade para montar uma resposta

: 133
supurativa .

Basicamente essas moléculas de adesdo sdo classificadas em dois grandes grupos. A
primeira categoria compreende os receptores de integrina, que interagem com ligantes na
célula endotelial "**. Esta interacio causa firme adesio dos PMN ao endotélio em sitios de
inflamacg&o, bem como a sua diapedese e subsequente emigragdo. A segunda categoria sio

os receptores da selectina, que s@o proteinas que contém lecitina e que reconhecem
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estruturas especificas de carboidratos®. A adesio mediada por selectinas ¢ normalmente
mais fraca. Dessa maneira a adesdo mediada por selectinas é encontrada em situagdes de
fluxo leucocitario, enquanto a mediada por integrinas ocorre em condi¢des de fluxo
leucocitario nulo ( Fig 41 ). O dano endotelial causado por PMN aglomerados e ativados
pode resultar em perda da integridade microvascular, com edema, hemorragia ou trombose,
tendo como ponto final a hipoperfusio tecidual e a disfungio orgnica. Uma vez que haja a
migracdo tecidual, os PMN podem continuar a liberar produtos toxicos que causam mais

dano ao parénquima tecidual ¢,

Rolagem ————cmecfigefdesio  —3el ransmigracio
Selectinas ; Integrinas

Adivagdo
endotelial Ativacio
leucocitaria

Estimufo e

Figura 41. Seqiiéncia dos eventos leucocitarios na inflamag¢&o. Os polimorfonucleares
primeiro sdo vistos rolando, depois param e aderem ao endotélio, depois transmigram
através das jungOes intercelulares ¢ membrana basal, atraidos por agentes quimiotaxicos
oriundos da fonte de injuria. O papel das selectinas, integrinas e agentes ativadores s@o

mostrados (segundo John S ¢ Franz V L"%).
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O exame de biopsias pulmonares obtidas de pulmdes de pacientes em risco para o
desenvolvimento de SARA, de tecido pulmonar de pacientes que faleceram com SARA, e
do BAL de pacientes com SARA, confirmam um grande influxo de PMN para os

139-140

pulmdes . Estas observa¢des sugerem a hipotese de que produtos liberados pelos

polimorfonucleares participam da fisiopatologia da SARA.

Apesar de todas as evidéncias de sua participagdo no processo de fibrose pulmonar,
esta célula ndo parece ser necessaria para a sua ocorréncia. Pacientes deficientes em PMN
( na neutropenia poOs-quimioterapia, por exemplo ) também podem desenvolver SARA,
indicando que o PMN ndo ¢ estritamente necessario para a ocorréncia de fibrose

pulmonar'*',

Neste modelo experimental, os PMN em nenhum momento aparecem como células
proeminentes. Durante o quadro agudo e sub-agudo, eventuais focos de polimorfonucleares

sdo vistos nos alvéolos pulmonares.

Este achado estaria de acordo com trabalhos onde a deple¢do de PMN com soro anti-
PMN, além de ndo inibir a formagdo de fibrose pulmonar, aparentemente a aumentou. Em
nivel bioquimico, houve um substancial acréscimo no conteudo total de colageno

pulmonar, verificado uma semana apos a instilagio de bleomicina intratraqueal'**.

Estas observagdes sugerem que os PMN possam, na realidade, atuar como agentes

protetores da produgdo excessiva de fibrose pulmonar, através da degradagdo do colageno
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por proteases ¢ do remodelamento da matriz extracelular, impedindo a acumulag¢do

excessiva de colageno nos pulmdes dos animais.

4.3.4. CELULAS ENDOTELIAS

As células endoteliais representam um dos primeiros alvos dos varios modos de injuria
pulmonar, devido estarem estrategicamente interpostas entre a circulagio sistémica e o

. .. 3
espaco alveolar e intersticial'**.

O dano endotelial ¢ um precursor comum da fibrose pulmonar, geralmente combinado
a pertubagdo do sistema fibrinolitico da coagulagdo. As células endoteliais participam no
processo hemostatico através da producdo de fatores de coagulagdo e enzimas que
catalizam a dissolugdo dos coagulos bem como promovendo uma superficie, cuja alteragdo
patologica, resultara na ativacdo da coagulagdo e sistema fibrinolitico. As anormalidades
associadas a diminui¢do da degradacdo da fibrina podem ser um fator importante no

144-145

acumulo de colageno . A presenca de fibrina, produtos de degradagdo da fibrina e

146

microtrombos nos pulmdes de pacientes com SARA suportam essa possibilidade
Existem diversas evidéncias de dano endotelial na SARA e em varios modelos animais.

Morfologicamente estas células demonstram edema, seguido por degeneragio e necrose. A

147

presenga de fenestragdes entre as células endoteliais tém sido observadas, nesta situagéo

Fisiologicamente, a permeabilidade vascular estda aumentada. A perda das barreiras

entre o endotélio normal e os alvéolos e o intersticio leva a uma entrada de células e de
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mediadores para oOs espagos intersticiais e alveolares, com subsequente ativagdo
fibroblastica resultando em um aumento da deposi¢do de matriz intersticial e perda da

fungdo pulmonar normal'*’.

A ativagdo endotelial pode ser um resultado direto da toxicidade do agente indutor
( tal como ocorre na fibrose pulmonar induzida por bleomicina ), ou através da liberagdo
monocitaria de IL-1 e TNF-a'*®. As células endoteliais ativadas podem, elas mesmas,
produzir citocinas fibrosantes tais como b-FGF, TGF-§, 1L-8, além de moléculas de adesio

leucocitaria.

O aparecimento das moléculas de adesdo dos granuldcitos, na membrana plasmatica
das células endoteliais, aumenta quando existe estimulo através de citocinas, tais como o
TNF-a , o interferon-y e a IL-1. /n vitro a exposi¢do de células endoteliais da artéria
pulmonar de ratos a bleomicina causa uma secre¢do dose-dependente do TGF-B, que
especificamente aumenta a sintese de colageno pelos fibroblastos de pulmdes de

9-150-15
ratOM 15 1'

A possibilidade de sinais ativadores e/ou citocinas virem do compartimento intersticial
representa outra possibilidade de ativagdo endotelial. No pulméo, estes sinais podem vir de
celulas adjacentes tais como os fibroblastos intersticiais, pericitos, células epiteliais e
macrofagos alveolares. Existem claras evidéncias de que um estimulo toxico aplicado no

lado alveolar, através de uma instilagdo intratraqueal, possa causar ativagio celular e dano,
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sugerindo que 0 agente toxico e/ou citocinas, juntamente com outros mediadores, possam

. . . . 1152153
atravessar a membrana basal endotelial, tendo um impacto na célula endotelial*>">*,

As alteragdes endoteliais observadas na histologia deste modelo experimental nas
primeiras 24 horas, demonstram areas caracterizadas por edema e necrose de coagulacdo
onde o nucleo das células endoteliais apresenta uma cromatina fortemente basofilica,
rompido em varios fragmentos menores, dispersos pelo citoplasma, caracterizando um

quadro de picnose e cariorrexis.

Na fase aguda observa-se também um quadro de vasculite composto principalmente

por células monocitoides e linfocitos, quadro esse que permanece intenso até o 7° dia.

Em uma fase sub-aguda e cronica, juntamente com a fibrose pulmonar, existe necrose
fibrindide das paredes das artérias pulmonares, bem como hipertrofia da camada muscular

dos vasos de pequeno calibre, sugerindo um quadro de hipertensdo pulmonar secundaria.

As conseqiiéncias da quebra da barreira de permeabilidade se relacionam a entrada de
mediadores soluveis, fibrina e células inflamatérias para o intersticio e o espago alveolar.
Agudamente, o dano ao endotélio vascular pode contribuir para o quadro de edema

pulmonar, podendo ser fatal devido ao impedimento das trocas gasosas.

Existem evidéncias que os pulmdes podem responder a essa injuria através da

reendotelizagdo de areas desnudas pela morte de células endoteliais. O mecanismo através
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do qual esse reparo ocorre € incerto, uma vez que existem dados conflitantes se as células

. . . . " . 154
endoteliais sobreviventes podem se proliferar para cobrir as areas desnudas adjacentes ~ .

Neste estudo ndo foram observadas figuras de mitose em células endoteliais que

pudessem ajudar no esclarecimento dessa questdo.

O quadro sugestivo de hipertensio pulmonar apresentado neste modelo aparenta ser
multifatorial. O dano funcional do endotélio causa uma diminui¢do na sua produgdo de
prostaciclina ( agente vasodilatador ), expondo os vasos sangtiineos a diversos mediadores
puramente  vasoconstritores tais como o PDGF e o PAF"™'° Além disso, o
remodelamento e a distor¢do mecanica do parénquima pulmonar contribui para o quadro
de hipertensdo pulmonar. Uma vez instalada a hipertensdo pulmonar, a diminui¢do da
perfusdo tecidual pode criar condigdes para intensificagdo do dano tecidual e aumento da

fibrose pulmonar.

4.3.5. CELULAS EPITELIAIS

Existem diversas evidéncias histolégicas que demonstram profundas alteragdes no
epitélio alveolar nos pacientes portadores de SARA. Estas alteragdes sdo encontradas tanto

nas c€lulas do tipo I como do tipo 11, que recobrem a superficie alveolar normal.

Noventa e cinco por cento da superficie alveolar é recoberta por células finas e

delicadas , que sdo as células alveolares do tipo I. Uma tnica c€lula do tipo 1 usualmente
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contribui para a cobertura da superficie de diversos alvéolos, através de extensdes
citoplasmaticas para alvéolos adjacentes. A sua geometria € ideal para a troca gasosa entre
os alvéolos e os capilares e de suma importancia para impedir o vazamento de plasma e a

migragdo celular do intersticio para o espago alveolar'’.

As células alveolares epiteliais do tipo I sdo muito sensiveis a bleomicina, ocorrendo
necrose precoce dessas células quando expostas a bleomicina pela via intratraqueal. As
explica¢des possiveis para essa maior sensibilidade seriam a localizagdo dessas células que
funcionam como primeira barreira alveolar para insultos toxicos, a sua vasta superficie de

exposi¢do ou uma maior sensibilidade intrinseca a bleomicina'*®.

As ceélulas alveolares do tipo II sdo célula cuboides, compactas que recobrem os 5%
restantes da superficie alveolar'*. As células alveolares do tipo II possuem diversas fungdes
necessarias para manter a integridade alveolar: produzir o surfactante pulmonar; servir

. . L . 159,
como células progenitoras, em caso de dano as células alveolares do tipo 1 transportar
sodio ativamente para fora dos alvéolos através da enzima Na” K™ ATPase'® | servir como
células apresentadoras de antigenos para os linfocitos, influenciando o inicio ou a supressio
das reagdes inflamatorias'®' | produzir o fator quimiotaxico para mondcitos bem como GM-

CSF, atraindo, mantendo e amplificando o numero de macréfagos alveolares, durante

e g . o 62
episodios inflamatorios'®.

Durante o processo de dano alveolar, as células alveolares do tipo I sdo danificadas,

deixando areas desnudas da membrana basal. Os componentes plasmaticos vazam para o
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compartimento alveolar, formando uma matriz fibrinoide. Os fibroblastos migram em
diregdo ao exudato, através de poros na membrana basal, e secretam colageno, convertendo
o exudato rico em fibrina em uma cicatriz que se torna reepitelizada por células do

tipo I1"**.

Neste modelo, as evidéncias de dano epitelial aparecem precocemente, 24 horas apds
a instilacdo de bleomicina intratraqueal. Neste momento, apesar de histologicamente ndo ser
possivel demonstrar diretamente o dano aos pneumocitos do tipo I ( devido as deficiéncias
da microscopia optica no estudo dessas cé€lulas ), a presenga de edema alveolar e o influxo
de macrofagos para os espagos alveolares demonstram claramente o dano do epitélio
pulmonar do tipo I e a quebra da barreira alvéolo-capilar. Interessantemente, algumas areas

do epitélio bronquiolar demonstra algumas areas focais de hiperplasia.

No 7° dia apos a instilagdo de bleomicina intratraqueal, ainda permanecem os sinais de
edema alveolar, porém, concomitantemente com o aparecimento da fibrose pulmonar, os

alvéolos agora estdo parcialmente recobertos por células cuboides.

Diversos estudos demonstraram a inabilidade dos pneumocitos do tipo I sofrerem
mitose, representando essas células um estagio final de desenvolvimento. Uma das causas
seria uma impossibilidade fisica de duplicacdo do seu citoplasma devido as suas grandes

projecdes citoplasmaticas para alvéolos adjacentes'®.
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Dessa maneira, essas células cuboides representam pneumocitos do tipo II que
sobreviveram ao insulto toxico causado pela bleomicina. Estas células proliferaram e se
alastraram em areas que ainda possuiam membranas basais preservadas, em uma tentativa

de reepitelizagdo. Neste momento, os pneumocitos do tipo II possuem diversas fungdes,

1164

>

entre elas: a produgdo de urocinase para “digerir’ a fibrina intraalveolar modular a
resposta dos linfocitos e dos macrdéfagos, funcionando como uma célula apresentadora de

antigenos, por possuir em sua superficie antigenos do complexo de histocompatibilidade do

tipo I1"°%.

O edema alveolar diminui progressivamente apds o inicio da reepitelizagdo pulmonar,

até se tornar minimo no 30° dia ,ap0s a instilagdo de bleomicina intratraqueal.

4.3.6. PLAQUETAS

Nas fases iniciais de um dano pulmonar agudo, um numero aumentado de plaquetas ¢
encontrado nos capilares alveolares, nos espacos alveolares e intersticiais. As plaquetas
produzem citocinas fibrosantes e quimiotaxicas para polimorfonucleares, tais como o PDGF
e TGF-B. Ambas citocinas regulam o crescimento de células mesenquimais e a sintese de

proteinas da matriz extracelular'®*"**'¢

Neste modelo n3o foram observados trombos plaquetarios nos capilares pulmonares
dos ratos que receberam bleomicina intratraqueal. Um estudo com esse mesmo modelo,

utilizando um anticorpo anti-plaquetario, ndo obteve qualquer efeito no desenvolvimento da
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lesdo pulmonar aguda ( 48 horas apos a instilagdo de bleomicina intratraqueal). Os pacientes
plaquetopénicos também podem desenvolver um quadro de SARA, sugerindo que as
plaquetas ndo sejam essenciais para o desenvolvimento de fibrose pulmonar experimental ou

, . 167
clinica' %17,

4.3.7 LINFOCITOS

Os linfocitos T sdo capazes de gerar fatores quimiotaxicos para os fibroblastos e
produzirem fatores tais como a IL-1 e o TNF-a , que influenciam a prolifera¢do
fibroblastica e a sintese de colageno. Os linfocitos T também sdo fontes de interferon-y que
funciona como um ativador dos macréfagos'®®. Claramente tem sido estabelecida a presenga
de linfécitos em modelos de experimentagdo. Foi demonstrada uma inversdo na taxa normal
de 1:1 entre os linfocitos T auxiliadores e os linfocitos T supressores em nivel pulmonar.
Tal relagdo se altera para 2:1 no momento de maior sintese de colageno e sofre uma
inversdo para 1:2 quando a sintese de colageno diminui, sugerindo uma associagio entre as
mudangas nas populagdes de linfocitos e a sintese de colageno. Neste mesmo estudo, a
relagdo entre 0 BAL e os achados histopatologicos foi concordante nas fases iniciais porém
tornaram-se discordantes nas fases subaguda e cronica. Possivelmente com o processo de
estabiliza¢do do epitélio pulmonar nas fases sub-aguda e cronica, o acesso desses linfocitos
aos espagos aéreos ¢ ao BAL tenha sido bloqueado, enquanto ainda estdo ocorrendo
mudangas no intersticio. O tratamento de ratos que receberam bleomicina intratraqueal,

com baixas doses de ciclofosfamida ( para eliminar a populagdo de células T supressoras ),
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causou um aumento da fibrose pulmonar, corroborando a idéia de que os linfocitos T

auxiliares estimulam a producdo de colageno pelos fibroblastos'®.

Neste modelo experimental se verifica uma alveolite formada por células monocitarias
e linfocitos nas fases agudas ( 1 - 7 dias apos a instilagdo de bleomicina intratraqueal ) , bem
como um quadro de vasculite com a participagdo de linfocitos. Esse infiltrado inflamatorio

tende a diminuir com a cronificagio do processo.

4.3.8 FIBROBLASTOS

No pulmdo normal a atividade dos fibroblastos esta limitada a renovagdo da matriz
extracelular, onde o conteudo em colageno ¢ mantido constante através de um equilibrio
entre os fendmenos de sintese e de degrada¢do dessa proteina. Em caso de agressdo
tecidual, o pulmio reage como os outros orgdos ( pele, rim, etc.), iniciando os fenémenos
de reparo tecidual. Obviamente, o fendmeno de cicatrizagdo €, na maioria das vezes,
benéfico como, por exemplo, no encarceramento de patéogenos, como o bacilo de Koch.
Entretanto, quando tal processo se torna auto-sustentavel, pode impedir o funcionamento

adequado de orgdos como o pulméo, levando a um quadro de fibrose pulmonar.

Os fibroblastos participam da resposta inflamatoria, estimulando a proliferagdo

linfocitaria, aumentando a sobrevida dos eosinofilos, e  amplificando a producdo de

170-171

mediadores por outras células , uma vez que os fibroblastos tenham migrado, através

de descontinuidades na membrana basal epitelial, sob a agdo de substincias quimiotaxicas e
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fatores de crescimento produzidos por macrofagos, células epiteliais e endotélio pulmonar,
tais como o TGF-B ¢ bFGF e TNF-a . Esses fibroblastos alteram a sua morfologia € o seu
citoesqueleto bem como a sua capacidade secretoria de citocinas € componentes da matriz

extracelular (Figs 42 € 43 ).

Em modelos experimentais demonstrou-se que os fibroblastos de pulmdo de ratos
tratados com bleomicina tém uma maior transcricdo de RNA mensageiro do TGF-f3, que

. . R ~ 172
poderia agir como um fator autocrino na producdo da fibrose pulmonar *.

O BAL de pacientes apos 3 dias do inicio da SARA , demonstra uma marcada
capacidade de estimular a migracdo e proliferacdo de fibroblastos in vitro. Em contraste, o
liquido do lavado bronco-alveolar de pacientes criticamente enfermos, porém sem SARA,

ndo demonstra tal capacidade”.

Além da presenca de fatores de crescimento em pulmdes de pacientes com SARA,
existem evidéncias que as células mesenquimais exibem um fenétipo de proliferagdo
aumentada. Os fibroblastos isolados dos alvéolos do tecido de granulagdo, presentes em
pulmdes de pacientes com estagios avancados da SARA, porém ndo naqueles isolados de
pulmdes normais, proliferam em um meio de cultura sem fatores de crescimento. A despeito
deste fendtipo de proliferacdo aumentado, os fibroblastos de pulmdes com SARA, ndo
aparentam serem "neoplasicos", e respondem a adi¢io de fatores peptidicos de

crescimento”.
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Recentemente foi demonstrado que o BAL de pacientes em fase de recuperagido da
SARA estimula a apoptosis em células endoteliais e fibroblastos, o que sugere que, em
pulmdes em fase de remodelamento por SARA, existam mecanismos que, quando ativados,

podem por fim & resposta fibroproliferativa''’*.

Neste modelo o aparecimento dos fibroblastos e colageno iniciou-se a partir do 7°
dia, com uma distribuicdo nido homogénea o que dificulta a quantificagdo de fibrose neste
modelo. A fibrose possuia uma distribuigdo preferencial nas areas perivasculares. A partir
deste momento, existe também um espessamento pleural progressivo, com distorgdes e

depressdes na sua arquitetura.

Nos estagios cronicos, existe um aumento progressivo na fibrose associada com a
diminui¢do do infiltrado inflamatério, causando faveolamento e “pontes™ fibrosas entre

nodulos fibroticos regenerativos, sugerindo um quadro de “cirrose pulmonar”.

TGF-B
PDGF
IL-1
IL-8
IL-6
GM-CSF

Fator de crescimento “tipo” insulina ( IGF-1)

Figura 42. Citocinas produzidas pelos fibroblastos
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Elastina
Fibronectina
Laminina
Proteoglicanos
Betaglicanos
Acido hialurénico

Fibromodulina

Figura 43. Componentes da matriz extracelular produzidos pelos fibroblastos

4.4. VARIACAO DO PESO ENTRE OS GRUPOS

A caquexia e a maior mortalidade encontrada no grupo de ratas que recebeu o PPS
juntamente com a bleomicina, foram achados  absolutamente inesperados neste
experimento. Uma possivel explicagdo para tais fatos, seria a potencialidade da heparina de
dissociar o TGF-, 0o TNF-oo , aIL - 1 e o b-FGF do seu inibidor natural in vivo, a o5~

macroglobulina'™® .

Multiplos mecanismos sdo necessarios para restringir os efeitos dos mediadores
responsaveis pela inflamagdo, resposta imune e reparo tecidual. A «, -macroglobulina
¢ uma proteina que regula a distribuicdo e atividade de wvarias citocinas
( TGF-B, TNF-a, IL-1, b-FGF, entre outras)'””. O TGF-B ¢ o TNF-q, se ligam de forma

ndo covalente as o, -macroglobulinas que tenham sido modificadas por proteinases tais
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como a plasmina. Desta maneira, estas citocinas ndo causam dano tecidual, além do sitio
inflamatoério inicial. Estes complexos ( citocinas / o,. macroglobulinas ) sdo rapidamente
removidos da circulag@io por receptores hepaticos da o, - macroglobulina. No entanto, estas
ligagdes, ndo covalentes, sdo reversiveis, podendo a heparina deslocar as citocinas das of.

macroglobulinas plasmaticas'.

Se o heparindide PPS possuir o mesmo efeito sobre a o, -macroglobulina
( fato ainda ndo testado ), o TGF-$ e o TNF-a entdo teriam suas meias vidas aumentadas,
podendo tal fato induzir perda de peso severa, de acordo com estudos que apontam essas

o . . 181-182-183
citocinas como indutoras de caquexia'®'"**'®,

Obviamente, pode-se apenas especular a participacdo do TGF- e do TNF-a no
quadro de caquexia apresentado por esse grupo de ratas, uma vez que Os niveis S€ricos

dessas citocinas ndo foram dosados.

Esses achados paradoxais enfatizam a absoluta necessidade do teste de novas
abordagens terapéuticas em modelos animais de patologias pulmonares, antes de sua

experimentagdo em humanos.
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4.5. ANALISE DA AREA DE PARENQUIMA PULMONAR AVALIADA

O fato dos grupos que receberam a bleomicina intratraqueal, com e sem PPS, terem
apresentado uma maior area de parénquima pulmonar, quando comparados com os grupos
controle que receberam apenas o PPS, ndo causa surpresa. Tal achado deve-se,
possivelmente, a um aumento da espessura dos septos alveolares pelo processo inflamatorio
e fibrose pulmonar. Ndo houve diferencas estatisticamente significantes entre os dois

primeiros grupos citados.

4.6. FIBROSE PULMONAR

Neste modelo o PPS ndo obteve os efeitos antifibréticos esperados. Uma explicagdo
tedrica seria que, durante quadros inflamatérios, o bFGF liberado interage com os
proteoglicanos presentes na matriz extracelular e a moléculas “tipo” heparina que estdo
presentes nas membranas basais in vivo'”. Esta ligagio previne que o bFGF se difunda

livremente para sitios distantes da injuria inicial.

Este ¢ um dos mecanismos fisiolégicos que ndo permitem a propagagdo
indiscriminada do processo inflamatério em situagdes normais. Poderia ser levantada a
hipotese que a adigdo de heparinoides ( PPS ), além de protegerem o bFGF da degradagio
proteolitica'’®, poderiam servir como carreadores do bFGF, aumentando o seu raio de
difusdo e, a médio prazo, manter a formagio de fibrose pulmonar causada pela bleomicina

intratraqueal'””.
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4.7. CONSIDERACOES FINAIS

A administragdo de bleomicina intratraqueal em animais ¢ um modelo experimental
util para a investigagido da patogénese da fibrose pulmornar na SARA. Até o momento ndo
se encontrou uma droga que pudesse abolir totalmente a fibrose pulmonar neste modelo.
Isto ndo € surpreendente uma vez que praticamente todas as células pulmonares e células
inflamatorias tém sido implicadas neste modelo, bem como diversas citocinas , metabolitos
do acido aracdonico , a formagdo de radicais livres, o sistema complemento e o sistema de
coagulagdo. A complexidade da resposta inflamatéria neste modelo torna impossivel se
determinar um certo tipo celular ou um mediador inflamatério como o maior determinante

na patogénese desse processo fibrotico.

Infelizmente na pratica clinica ndo existe a possibilidade de se intervir
terapéuticamente de forma concomitante com o insulto pulmonar. Desse modo, talvez seja
interessante em futuros experimentos tentar-se intervir em fases mais tardias, em situagdes

semelhantes a encontrada na pratica médica diaria.

A sintese de tecido conjuntivo faz parte do processo de reparo ao dano pulmonar. E
necessario reconhecer-se o estagio da injuria pulmonar ( fase precoce x fase tardia ), e entdo
decidir-sé por uma intervengdo terapéutica . Por exemplo os agentes anti-inflamatoérios
utilizados na atualidade inibem ambas as fases do processo .Teoricamente uma inibi¢do nio
seletiva do reparo na fase aguda poderia interferir na reepitelizagdo alveolar, impedindo o

reparo da barreira alvéolo-capilar e mantendo ou ampliando o quadro de edema pulmonar.
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A vpartir desse modelo pode-se especular que um momento interessante para
- ~ A . . Q .
intervengdes terapéuticas seria na fase sub-aguda, por volta do 7° dia, quando o processo
de reepitelizagdo ja se encontra em estagio avangado, e o maior risco € a perpetuacdo do

quadro inflamatorio e a ativagdo dos fibroblastos.

A tabela 5 demonstra que a rata numero 8, que recebeu bleomicina intratraqueal, ndo
apresenta fibrose pulmonar. A razio ndo ¢ clara. Esta rata pode ser intrinsecamente
resistente a a¢do da bleomicina intratraqueal, ou, mais provavelmente, durante a instilagdo
de bleomicina, a traquéia foi trespassada . A exclusdo deste animal ndo altera as conclusdes

desta pesquisa, conforme demonstrado nas tabelas 13 e 14.

Tabela 13. Resultados dos testes de comparaciio multipla para o teste de

Kruskall-Wallis da propor¢io de dreas com fibrose

Grupos ] T:-T; l H Diferenca
Controle e PPS 22,10 33,79
Controle e Bleomicina 99.67 35,85 *
Controle e PPS + Bleomicina 105,87 37,25 *
PPS e PPS + Bleomicina 77,89 35,85 *
PPS e PPS + Bleomicina 84,09 37,25 *
Bleomicina e PPS + Bleomicina 6,20 39,13

*Diferenca estatisticamente significante.

** Excluida a rata numero 8.
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Tabela 14. Média e erro padrio da média da proporciio da drea total atingida

por fibrose.

Grupos Média Erro Padrio
Controle 0,0 0,00
Polissulfato de pentosan 0,0 0,00
Bleomicina 6,1 0,95
PPS + Bleomicina 6,7 0,70

* Excluida a rata namero 8.
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5. CONCLUSOES

1- O modelo de instilagdo intratraqueal de bleomicina, em ratos Wistar, possui claras

semelhancas com a SARA em humanos:

a) Este modelo permite estudar todas as fases de reparo a injiria pulmonar, desde a fase

de alveolite até a fibrose pulmonar estabelecida.

b) Este modelo permite o estudo de alteragdes da permeabilidade da barreira

alvéolo-capilar.

c¢) Este modelo permite o estudo do reparo ao dano das células alveolares do tipo 1.

d) Este modelo pode ser util para o estudo de quadros de hipertensdo pulmonar.

2- O polissulfato de pentosan, na dose de 25mg/kg/dia, por via subcutanea, ndo inibe a

fibrose pulmonar induzida por bleomicina em ratos Wistar.

a) O grupo que utilizou o polissulfato de pentosan associado a bleomicina intratraqueal

perdeu peso quando comparado aos outros grupos desse estudo.

b) Existe uma correlagdo inversa entre o peso dos ratos e a percentagem de fibrose

pulmonar.
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