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Meu eterno agradecimento,
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...Ha uma forca extremamente poderosa que a ciéncia ainda ndo encontrou explica¢do formal.
E uma forca que governa todas as outras e esta atras de qualquer fendmeno que opera no
universo e que ainda nao foi identificado por nés. Esta forca universal € o AMOR. O Amor é
Luz, que ilumina a quem da e recebe. O Amor é gravidade, porque faz com que pessoas se
sintam atraidas as outras. O Amor € poténcia, porque multiplica o melhor que temos, e permite
gue a humanidade ndo se extinga em seu cego egoismo. Por amor se vive e se morre... Sem
duvida, cada individuo leva em seu interior um pequeno, mas poderoso gerador de amor cuja
energia espera para ser liberada. Quando aprendermos a dar e receber esta energia universal,
comprovaremos que o amor tudo vence, tudo transcende e tudo pode, porque 0 amor € a quinta
esséncia da vida.
(Albert Einstein)
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RESUMO

A Sindrome do Desconforto Respiratoria Aguda (SDRA) e a Lesdo Pulmonar Aguda (LPA)
permanecem como importantes causas de morbidade e mortalidade em pacientes com sepse.
Entender os mecanismos etiopatofisioldgicos da SDRA/LPA é essencial para avancar nas
modalidades terapéuticas. O uso de glicocorticoides (GC) tem sido proposto para o tratamento
da SDRA/LPA, mas com resultados controversos. O objetivo desse estudo foi avaliar a
influéncia dos GC nos niveis plasmaticos de corticosterona (CCT), na &rea imunorreativa para
os receptores de GC (GR) no pulmao, nos dados de mecanica respiratéria, na morfometria
pulmonar, na atividade de mieloperoxidase (MPQO) e nos niveis de perdxido de hidrogénio
(H202) no tecido pulmonar de ratos com LPA induzida por CLP (Cecal Ligation and Puncture).
Foram utilizados 144 ratos Wistar (250-300g) divididos aleatoriamente em grupos Naive, Sham
e CLP (N = 8/grupo). No grupo Naive, os animais ndo sofreram qualquer procedimento ou
tratamento. No grupo Sham, os ratos tiveram o ceco exposto e foram pré-tratados com salina,
uma hora antes da cirurgia. No grupo CLP, os animais tiveram o ceco exposto, ligado e
perfurado e foram divididos em trés grupos de acordo com os tratamentos prévios realizados,
uma hora antes da cirurgia: CLP sal (salina em volume equivalente de 0,9 % NaCl i.p.); CLP
met (metirapona 50 mg.kg™ i.p.); CLP dex (dexametasona 0,5 mg.kg i.p.). Apds 6 e 24 horas
da cirurgia, os animais foram anestesiados, traqueostomizados e acoplados a um ventilador
mecanico para avaliacdo da mecanica respiratoria, seguida de remocdo dos pulmdes para
estudos histomorfométricos e da area imunorreativa para GR. Foi realizado um experimento a
parte com 0s mesmos grupos para dosagem de corticosterona (CCT), seguido de remocéo dos
pulmdes para medidas bioquimicas. A met aumentou a viscancia tecidual (Gtis) e da
histeresividade (n) pulmonar, a porcentagem de células inflamatorias e a &rea de colapso
alveolar, e a atividade de MPO, similar ao CLP sal. Todavia, a met reduziu os niveis de CCT e
aumentou drasticamente os niveis de H>0., comparado ao CLP sal, e aumentou o risco de morte
dos animais. A dex reduziu os niveis de CCT e preveniu a inflamacdo e o estresse oxidativo
pulmonar. Além disso, preveniu o colapso alveolar, melhorando Gtis e rj, comparado ao CLP
sal. Os resultados obtidos permitem concluir que: os diferentes niveis plasmaticos de CCT,
observados nos animais septicos, com excecao dos pré-tratados com dex, ndo foram capazes de
prevenir as alteragdes morfofuncionais e inflamatérias da LPA; embora tenha ocorrido aumento
da sensibilidade do GR nos animais pré-tratados com met, ndo houve protecdo contra a

instalacdo da LPA; as anormalidades nos parametros de mecanica respiratoria encontradas nos



animais pré-tratados com met e sal demonstram que a sepse afetou a funcdo pulmonar; o
aumento da atividade de MPO no tecido pulmonar, observado nos animais sépticos, com
excecdo dos pré-tratados com dex, correlacionou-se com o0 aumento dos neutrdfilos
pulmonares; o aumento dos niveis de H2O2 no tecido pulmonar, ocorrido pela administracao

prévia de met, pode ter sido influenciado por niveis basais de CCT.

Palavras-chave: Lesdo Pulmonar Aguda. Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo.

Glicocorticoides. Receptores de Glicocorticdides. Metirapona. Dexametasona. Sepse.



ABSTRACT

The Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) and the Acute Lung Injury (ALI)
remain as important causes of morbidity and mortality in patients with sepsis. Understanding
the pathophysiology mechanisms of ARDS/ALI is essential to advance in therapeutic
modalities. The use of glucocorticoids (GC) has been proposed for the treatment of ARDS/ALL,
but with controversial results. The aim of this study was to evaluate the influence of GC on the
parameters: corticosterone (CCT) plasma levels, immunoreactive area to GC receptors (GR) in
the lung, respiratory mechanics data, lung morphometry, myeloperoxidase activity (MPO) and
hydrogen peroxide levels (H20>) in lung tissue of rats with ALI induced by CLP (Cecal Ligation
and Puncture). 144 rats (250-300g) randomly divided into Naive, Sham and CLP groups (n =8
/ group) were used. In Naive group, the animals did not suffer any procedure or treatment. In
Sham group, rats had the cecum exposed and were pretreated with saline solution an hour prior
to surgery. In CLP group, animals had the cecum exposed and drilled, and were divided into
three groups according to previous treatments performed an hour before surgery: CLP sal
(equivalent volume of saline in 0.9% NaCl i.p.); CLP met (metyrapone 50 mg.kg™ i.p.); CLP
dex (dexamethasone 0.5 mg.kg™? i.p.). The animals were anesthetized, tracheotomized and
coupled to a ventilator for respiratory mechanics evaluation, followed by removal of the lungs
for histomorphometric analysis and GR immunoreactive area, 6 and 24 hours after surgery. A
different experiment was carried out with the same groups for corticosterone (CCT) plasma
measurements, followed by removal of the lungs for biochemical measurements. The met
increased tissue damping (Gtis) and hysteresivity (n), inflammatory cells percentage, alveolar
collapse area and MPO activity, similar to CLP sal. However, met reduced CCT levels and
increased H.O; levels as compared to the CLP sal, and increased risk of animals’ death. The
dex reduced CCT levels and prevented inflammation and pulmonary oxidative stress. Besides,
it prevented alveolar collapse, improving Gtis and r, compared to CLP sal. The results showed
that the different levels of plasma CCT, observed in septic animals, with exception of those pre-
treated with dex, were not able to prevent the morphological and functional and inflammatory
changes of the ALLI; although there was an increase in GR sensitivity in met pre-treated animals,
there was no protection against the installation of ALI; abnormalities in respiratory mechanics
parameters found in animals pretreated with sal and met demonstrate that sepsis affects
pulmonary function; increased MPO activity in lung tissue observed in septic animals, with

exception of those pre-treated with dex, correlated with the increase in pulmonary neutrophils;



increased H>O> levels in lung tissues occurred in animals pretreated with met and may have

been influenced by basal levels of CCT.

Keywords: Acute Lung Injury. Acute Respiratory Distress Syndrome. Glucocoticoids.

Glucocorticoid Receptors. Metyrapone. Dexamethasone. Sepsis.
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1 INTRODUCAO

A primeira descri¢do de casos de pacientes com Sindrome do Desconforto Respiratério
Agudo (SDRA) foi feita por Ashbaugh et al. (1967), quando mostraram que a patologia tinha
caracteristicas proprias, podendo ser desencadeada por uma ampla gama de insultos como
sepse, trauma e aspiracdo de conteudo gastrico. Os primeiros pacientes descritos apresentavam
infiltrado pulmonar difuso bilateral e necessitavam de ventilagdo mecéanica (BERNARD, 2005).
Apos quase 50 anos e mais de 1200 citagdes desse estudo, a SDRA e a Lesdo Pulmonar Aguda
(LPA), uma forma mais branda da sindrome, permanecem como importantes causas de
morbidade e mortalidade, com altos custos para a salude, além de representarem um grande
desafio terapéutico (LAM; SANTQOS, 2008).

A necessidade de tratamentos mais eficientes para a SDRA/LPA tem resultado em um
grande numero de estudos que visam o melhor entendimento da patofisiologia da sindrome,
uma vez que, na SDRA/LPA, a diminui¢do da inflamacdo € essencial para restaurar a
homeostasia e para a sobrevivéncia. O maior desafio tem sido a compreensdo dos diversos
mecanismos envolvidos no intenso processo inflamatério sistémico presente na sindrome.
Melhorar o entendimento dos mecanismos celulares que iniciam, propagam e restringem a
inflamacdo € essencial para avancar nas modalidades de tratamentos existentes. Com o
entendimento mais aprofundado da sindrome, associado aos avancos tecnoldgicos, 0s
pesquisadores e médicos da area tentam chegar a resultados que viabilizem melhores
prognasticos a todos os pacientes. Corroborando com essa perspectiva, o entendimento do papel
dos glicocorticoides (GC) na sindrome se torna fundamental para esclarecer a causa da
persisténcia da inflamacdo pulmonar, e o progresso da SDRA/LPA.

Ainda que saibamos que ndo se previne a SDRA ou a LPA, esse trabalho buscou
enfatizar o aspecto da sindrome na auséncia e na presenca prévia de inibidor e agonista GC no
tocante a intensidade dos parametros relacionados a ela. Além disso, estudos com animais séo
Uteis para investigar as mudancas patofisioldgicas precoces assim como o desenvolvimento da

inflamacdo sistémica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SDRA/LPA — DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

A Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA) é definida, de acordo com a
Conferéncia de Consenso Européia-Americana, como uma sindrome de insuficiéncia
respiratdria de instalacdo aguda, caracterizada por infiltrado pulmonar bilateral a radiografia de
torax, compativel com edema pulmonar, hipoxemia grave (PaO2/FIO2 < 200 mmHg) que pode
coexistir com hipertensdo pulmonar e presenca de um fator de risco para lesdo pulmonar (sepse,
trauma, pneumonia primaria, politransfusao, pancreatite) (BERNARD et al., 1994). A SDRA
ndo deve apresentar sinais clinicos ou ecocardiograficos de insuficiéncia atrial esquerda (THE
ARDS DEFINITION TASK FORCE, 2012). Durante essa mesma Conferéncia de Consenso,
foi criado o termo Lesdo Pulmonar Aguda (LPA), cuja definicdo é idéntica a da SDRA, exceto
pelo grau menos acentuado de hipoxemia (PaO./FIO2 < 300), com a finalidade de se identificar
0s pacientes mais precocemente durante a evolucgdo de seu quadro clinico. Assim, todo paciente
com SDRA apresenta LPA, porém nem todo paciente com LPA evolui para SDRA (AMATO
et al., 2007).

A SDRAVJ/LPA ¢ frequente. Nos EUA, sua incidéncia foi estimada em 79 casos/100 mil
habitantes ao ano, com varia¢6es sazonais nitidas, sendo mais frequente no inverno. Também
se observou que a incidéncia é crescente com a idade, chegando a 306 casos/100 mil
habitantes/ano, na faixa dos 75 aos 84 anos (RUBENFELD et al., 2005). A taxa de mortalidade
tem diminuido nas Gltimas duas décadas, estimada entre 34% e 60% (RUBENFELD, 2003). Na
década de 80 era de aproximadamente 70% (VILLAR; SLUTSKY, 1989). Porém, essas taxas
devem ser interpretadas com cuidado, uma vez que a natureza da desordem clinica é um fator
determinante. Por exemplo, a mortalidade na SDRA por sepse € maior que por trauma (43 vs
11%) (EISNER et al., 2001). No Brasil, o estudo epidemiolégico de Oliveira; Basille Filho
(2005), levantou que no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, a incidéncia de SDRA e LPA
foi de 6,3% e 2,3% do total de admissdes, respectivamente, com mortalidade de 84% para
SDRA e 50% para LPA. Os principais fatores de risco foram pneumonia (37,7%), choque
(32,0%), politrauma (24,6%) e sepse (21,1%). Os pacientes que sobrevivem tém permanéncia

prolongada nas unidades de tratamento intensivo (UTI) e apresentam significativas limitac6es
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funcionais, afetando principalmente a atividade muscular, reduzindo a qualidade de vida,
persistindo por, pelo menos, um ano apoés a alta hospitalar (HERRIDGE et al., 2003).

2.2 SDRA/LPA — SEPSE COMO FATOR ETIOLOGICO

Na sepse, agentes infecciosos afetam os pulmdes indiretamente (via compartimento
vascular), fazendo com que a doenca se desenvolva rapidamente (STEINBERG; HUDSON,
2000).

A sepse € definida como uma reacao inflamatdria aguda sistémica em resposta a uma
infeccdo (RANGER-FAUSTO; PITTET; COSTIGAN, 2005). No Brasil, o BASES Study,
estudo de coorte multicéntrico e observacional realizado em cinco UTI publicas e privadas,
identificou uma incidéncia de sepse de 57,9 por 1000 pacientes/dia (SILVA et al., 2004). De
forma ainda mais preocupante, o estudo multicéntrico PROGRESS do qual fizeram parte sete
UTI nacionais, revelou que as taxas de letalidade nas UTI no Brasil foram maiores (56%) que
aquelas de outros paises em desenvolvimento (45%) e de paises desenvolvidos (30%) (BEALE
et al., 2009).

A inflamacéo € iniciada pelo dano tecidual ou pela presenca do microorganismo. Uma
variedade de patogenos sdo reconhecidos de maneira inespecifica através de regides presentes
nos microorganismos, chamadas de PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns), ou
através de proteinas intracelulares ou mediadores liberados de células mortas, que associadas
aos PAMPs sdo chamadas de DAMPs (damage-associated molecular patterns) (BIANCHI,
2007). Os DAMPs sdo representados por lipopolissacarideos (LPS) da parede celular de
bactérias gram-negativas (endotoxinas), acido lipoteicoico e peptidoglicanos de gram-positivas
(exotoxinas), entre outras, que disseminadas a partir do local agredido, ativam de modo
sistémico células de defesa. O LPS e as exotoxinas sdo liberadas normalmente durante a
replicacdo ou morte bacteriana (OPAL, 2007). Os DAMPs se ligam aos receptores PRRs
(pattern-recognition receptors) nas células do hospedeiro, tais como neutrofilos e
monocitos/macrofagos, células dendriticas, células endoteliais e epitélio pulmonar e intestinal.
Essas células expressam receptores chamados de TLRs (tool-like receptors), uma subfamilia
dos PRRs, os quais sdo receptores transmembrana (RITTIRSCH; FLIERL; WARD, 2008;
BRIGHTBILL et al., 1999; LIEN; INGALLS, 2002). Ha também os receptores NOD-like e

RIG-like, os quais sdo PRRs intracelulares que reconhecem a invasdo citoplasmatica do
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patégeno nas células do hospedeiro (MEYLAN; TSCHOPP; KARIN, 2006; AKIRA,;
UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).

Durante a sepse, ha uma ativacdo sistémica da resposta imune devido a liberagcdo de
grande quantidade de DAMPs do patdgeno invasor e/ou do tecido lesado do hospedeiro, o que
leva a uma superestimulacdo das células imunes. Como resultado, a sepse é acompanhada de
um marcado desequilibrio nas respostas as citocinas, conhecida como tempestade de citocinas
(aumento nos niveis plasmaticos em até 100x), a qual converte a resposta que normalmente
seria benéfica para combater a infecdo em excessiva e danosa (RITTIRSCH; FLIERL; WARD,
2008). O resultado é a sindrome da resposta inflamatdria sistémica que pode culminar com a
disfungdo mdaltipla dos 6rgdos (DMO) e a morte do paciente (PEREIRA Jr et al., 1998)
(FIGURA 1).

DAMPs 3
PAMPs e alarminas 15
1B o o
Q.
PRRs Cascatas plasmaticas » g
Q.
Q)
o ! 2
o
Macrofagos, neutrdfilos e linfocitos 1<
Q)
/:D'\ -
-
Mediadores proteicos
(citocinas, quimiocinas, sist. complemento, fatores de coagulagao)

8 Ll

Sistema cardiovascular

Endotélio
Plaquetas Microcirculagdo
Sistema neuroenddcrino Sistema respiratério

Apoptose/Necrose Figado, rins, cérebro

DMO
(Disfuncdo Multipla dos érgdos)

Figural- Representacdo esquematica simplificada da resposta inflamatoria aguda na doenga critica. As setas
retas representam mecanismos de ativacdo e as curvas representam feed-back positivo no
mecanismo de ativacao.

Fonte: CASTELLHEIM et al., 2009. (adaptado)
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Um dos 6rgdos mais atingidos em um episodio de sepse € o pulméo. A ligacdo dos
DAMPs aos TLRs aciona diferentes vias celulares de sinalizagdo com ativacdo do fator nuclear
kappa beta (NF-«P). A ativacdo do NF-kxf ¢ rapida e imediata, com sua translocacao para o
nucleo, onde se liga a regides de genes alvo para iniciar a transcricdo de citocinas inflamatorias,
como interleucinas 1 (IL-1), 2 (IL-2), 6 (IL-6), 8 (IL-8), 12 (IL-12), TNF-a, além de
quimiocinas e moléculas de adeséo, evento considerado crucial no desenvolvimento de sepse e
da inflamacéo pulmonar (COHEN, 2002; ZHANG; GHOSH, 2001; ROSS et al., 2000; KARIN;
BEN-NERIAH, 2000; CHRISTMAN; SADIKOT; BLACKWELL, 2000). As citocinas ativam
uma colecdo de cascatas inflamatdrias que inclui o sistema complemento, o sistema de
coagulacdo, fatores de crescimento, neuromediadores, espécies reativas de oxigénio (ERO) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN) (SEONG; MATZINGER, 2004; KONO; ROCK, 2008).

TNF-o e IL-1 estimulam a expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais,
células epiteliais dos pulmdes e do intestino, facilitando a migracdo de leucdcito, além de
estimular células especificas do figado, o qual produz proteinas de fase aguda, importantes para
a defesa do hospedeiro por aumentar a producao de certas proteinas de coagulacéo e do sistema
complemento (NETEA et al., 2003).

Nesta complexa teia fisiopatogénica, 0 TNF-a tem um papel relevante, ao estimular os
leucdcitos e as células endoteliais a liberarem mais citocinas (bem como mais TNF-a) € a
aumentar o turnover de &cido aracdénico (CURI; HOMEM DE BITTENCOURT JR, 2007).
Além disso, a interacdo entre TNF-a e IL-1, por estimulacdo reciproca, propicia o
desenvolvimento de um estado pré-coagulante através da inibicdo da trombomodulina, além de
promover uma série de alteragdes hemodinamicas encontradas na sepse, tais como aumento da
permeabilidade vascular, diminuigdo da resisténcia vascular periférica e inotropismo negativo.

O aumento da permeabilidade vascular ao nivel de capilares alveolares provocados
pelos mediadores inflamatdrios e a lesdo do endotélio causado pela adeséo de neutréfilos, levam
ao progressivo edema intersticial e dano do epitélio alveolar, 0 que compromete a hematose e
agrava a hipoxia iniciada pela hipoperfusdo. Assim, o que determinaréd a gravidade da lesdo
pulmonar é a magnitude da lesdo da barreira alvéolo/capilar (BAC).

A possibilidade de reparo do epitélio alveolar no estagio inicial é o maior determinante
para a recuperacdo (WIEDEMANN et al., 2006). Tratamentos especificos para auxiliar no
reparo da BAC ainda ndo existem. A maioria das modalidades de tratamento é baseada na

diminuicdo da inflamag&o pulmonar no sentido de minimizar a lesdo inicial (GEISER, 2003).
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2.3 SDRA/LPA — PATOFISIOLOGIA

A SDRA/LPA é uma sindrome de etiologia multifatorial caracterizada por lesdo
morfolégica especifica chamada de dano alveolar difuso (DAD) (KATZENSTEIN; BLOOR;
LEIBOW, 1976). Essa sindrome manifesta-se como uma leséo severa, difusa e ndo homogénea
dos Iébulos pulmonares levando a uma quebra da integridade da BAC e das trocas de gases,
alterando a funcdo pulmonar. Todos os componentes anatdbmicos dos I6bulos pulmonares
(epitélio, endotélio e intersticio) estdo envolvidos, incluindo bronquiolos respiratorios, ductos
alveolares e alvéolos, assim como artérias e veias (STEINBERG; HUDSON, 2000).

2.3.1 Dano endotelial e epitelial

No pulméo ndo patoldgico, dois componentes distintos constituem a chamada BAC: o
endotélio microvascular e o epitéelio alveolar (WARE; MATTHAY, 2000). Para a normalidade
da funcdo pulmonar, sdo necessarios alvéolos com uma permeabilidade seletiva mantida,
intimamente associados a capilares adequadamente perfundidos. Porém, os pulmdes sdo
particularmente vulneraveis a les6es inflamatdrias uma vez que os mediadores, sendo liberados
na circulacdo, atingem os pulmdes através do débito cardiaco. Como consequéncia, 0S
neutrofilos sdo atraidos e, tornando-se ativados, liberam mediadores inflamatérios, como
oxidantes e proteases que lesam direta ou indiretamente o endotélio vascular e o epitélio
alveolar, propagando-se assim o processo inflamatério (PARSONS et al., 2005). A injdria e
ativacdo endotelial podem levar a obstrucéo e destruicdo do leito vascular pulmonar.

O epitélio alveolar normal é composto predominantemente por células do tipo | que
cobrem 90% da superficie alveolar para troca gasosa e sdo facilmente lesadas. As células
cuboides do tipo 1l tem muitas funcGes primordiais, incluindo a producdo de surfactante e de
transporte de ions. Elas cobrem 10% da superficie alveolar e sdo mais resistentes a lesdo
(BACHOFEN; WEIBEL, 1982). A barreira epitelial € mais fina que a endotelial. Assim, a perda
da integridade epitelial contribui para a formacgédo do edema alveolar (LEWIS; JOBE, 1993). O
edema ¢ exacerbado pela disfungdo do transporte de fluido no epitélio que ocorre tanto pela
perda da integridade da barreira epitelial, quanto pela lesdo das células do tipo Il. O edema

também se exacerba tanto pela disfuncdo do surfactante quanto pela presenca de proteinas e
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enzimas proteoliticas no espaco alveolar (BAKER et al., 1999). Citocinas como TNF-a,
leucocitos e o sistema de coagulacdo desestabilizam as pontes de ligagdes das proteinas de
juncédo aderente no endotélio (caderina endotelial - mantém a integridade dos microvasos), e
lesam células epiteliais, causando disfuncdo do transporte de fluido normal no epitélio,
induzindo a formagdo do edema pulmonar (PUGIN et al., 1999; VESTWEBER et al., 2000).
Desse modo, as barreiras habitualmente responsaveis por impedir a edema alveolar s&o
perdidas, havendo escape de proteinas do espaco intravascular em direcdo ao espaco intersticial
(WARE; MATTHAY, 2000; WIEDEMANN, 2006). O influxo de liquido rico em proteinas
para o interior dos alvéolos altera a integridade do surfactante, com leséo adicional ao tecido
pulmonar e colapso alveolar (WARE; MATTHAY, 2000; WIEDEMANN, 2006) (FIGURA 2).

Se a injuria do epitélio é severa e repetida, um reparo epitelial desorganizado e

inadequado culmina com fibrose.
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Figura2 - Desenho esquematico mostrando a quebra da barreira alvéolo-capilar, resultando em aumento da
permeabilidade a dgua, proteinas e outros solutos, sendo um marcador clinico e experimental LPA.
O acumulo intra-alveolar de neutrofilos, outros leucdcitos e eritrdcitos estdo também associados as
alteracBes da funcgdo da barreira endotelial e epitelial. TNF-a, IL-1, trombina, microorganismos e
suas toxinas e fatores gerados por neutrdfilos e plaquetas podem desestabilizar e quebrar a funcéo
da barreira alveolar, permitindo o aumento da permeabilidade. A quebra da caderina endotelial
vascular é o mecanismo central de alteracdo da funcéo da barreira em modelos experimentais de
sepse, uma vez que facilitam a migracéo transendotelial de leucdcitos.

Fonte: MATTHAY; WARE; ZIMMERMAN, 2012. (adaptado)

2.3.2 Injuria mediada pelos neutrofilos
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Para causar injuria pulmonar, os neutrofilos devem ficar retidos nos pulmdes em contato
intimo com as células endoteliais por meio de moléculas de adesao, e serem ativados para a
liberacdo de produtos injuriosos (GINZBERG et al., 2001). Uma vez ativados, os neutréfilos
podem liberar enzimas proteoliticas, como a elastase, que parece degradar as proteinas da
juncédo epitelial, ERO, ERN, citocinas e fatores de crescimento (GINZBERG et al., 2001,
MORAES; ZURAWSKA; DOWNEY, 2006). As proteases danificam a matriz extracelular
pulmonar e facilitam a migracao do neutrofilo do capilar para o espaco alveolar (PITTET et al.,
1997). Outro potente produto liberado dos neutrofilos é o fator ativador plaquetéario (FAP) e
metabdlitos da acido aracdénico, como os leucotrienos (PITTET et al., 1997). A inflamacéo
mediada pelos neutrofilos € normalmente terminada por sua apoptose, com subsequente
eliminacdo do espaco aéreo por fagocitose pelos macrofagos alveolares (MATUTE-BELLO et
al., 1997). Em pacientes com SDRA/LPA ha evidente quebra do clearance neutrofilico com
diminuidos niveis de apoptose (MATUTE-BELLO et al., 1997).

2.3.3 Injuria e inflamag&o mediada por citocinas

A resposta inflamat6ria na SDRA/LPA é iniciada, amplificada e modulada por um
complexo de citocinas e outras moléculas pro-inflamatérias as quais sdo produzidas por uma
variedade de tipos celulares nos pulmdes, incluindo fibroblastos, células epiteliais, e células
inflamat6rias (GOODMAN et al., 2003).

Seguida da infeccdo, 0 aumento das citocinas proinflamatorias ocorre como uma
resposta direta e/ou como um marcador seguido de injuria celular. Meduri et al. (1995)
encontraram que niveis persistentemente elevados de IL-6, IL-8 e TNF-a sdo fortes indicativos
de predisposic¢ao a mortalidade na SDRA/LPA.

Além disso, macréfagos no tecido fagocitam microorganismos, secretam mais
mediadores pré-inflamatérios, como prostaglandina E2, leucotrienos e FAP, os quais fazem
quimiotaxia para leucocitos, e induzem a liberacdo de oxido nitrico sintase induzida (NOSI)
que sintetiza oxido nitrico (NO) a partir da L-arginina na célula. Sendo o NO um radical livre,
ele reage com superoxidos intracelulares formando peroxinitrito que € extremamente toxico
para 0 microorganismo fagocitado. Essa propriedade é essencial para a defesa do hospedeiro,

mas quando a ativacao se torna descontrolada, ela contribui para toxicidade também do tecido
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adjacente (BONE, 1991; THIS et al., 1995; LOWRY, 1993; FONG et al., 1990). Como
consequéncia da agressao pulmonar, da instalacdo do edema e de microatelectasias, inimeras
alteracdes patofisioldgicas se estabelecem (WARE, MATTHAY, 2000; WIEDEMANN, 2006).

2.3.4 Injuria mediada por oxidantes

ERO e ERN podem ser geradas por macrdfagos alveolares ativados e células endoteliais
e epiteliais em resposta ao estimulo inflamatdrio. Eles sdo responsaveis por muito do dano
celular que ocorre na SDRA/LPA (PITTET etal., 1997). A oxidacdo da membrana celular pode
aumentar a permeabilidade da membrana celular. H4 um marcado desequilibrio entre oxidante
e antioxidantes em pacientes com SDRA/LPA (CHABOT et al., 1998).

2.3.5 Estéagios patoldgicos da SDRA/LPA

Muito embora o edema pulmonar seja o elemento caracteristico das fases iniciais da
sindrome, o padrdo da lesdo envolve trés estadios patoldgicos distintos, dividido de acordo com
o tempo e a evolucéo clinica da sindrome (BELLINGAN, 2002; ANTONIAZZI et al., 1998):

(1) fase exsudativa ou aguda (1-6 dias) — caracterizada por edema e hemorragia. Ha
evidéncias de lesdo endotelial e epitelial, edema pulmonar com acumulo de neutrdéfilos,
macrofagos e hemacias nos alvéolos com formacgdo de membranas hialinas.

(2) fase proliferativa ou subaguda (7-14 dias) — caracterizada por organizacao e reparo.
Ha evidencia de reparo pela proliferacdo de células epiteliais do tipo 11, além de infiltracdo de
fibroblastos, deposicao de colageno e diminui¢do do edema.

(3) fase de fibrose ou crénica (ap6s 14 dias). Ha remissdo do infiltrado neutrofilico,
maior presenca de macrofagos e e reparo do epitélio alveolar. Ocorre frequentemente fibrose

Essas fases sdo superponiveis e heterogéneas, uma vez que ja ficou demonstrado que a
fibrose pode aparecer precocemente, nas primeiras horas da sindrome (MARTIN et al., 1995).

E importante salientar que as trés fases histologicas de lesdo e reparagdo néo
necessariamente ocorrem em todos os pacientes com SDRA. Em alguns individuos, o processo

inflamatdrio € autolimitado e a BAC é rapidamente restabelecida. Em outros, o processo € mais
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demorado, acabando também por ocorrer recuperacdao pulmonar (TOMASHEFSKI, 2000;
BELLINGAN, 2002).

2.3.6 Consequéncias patofisioldgicas da SDRA/LPA

A lesd@o pulmonar na SDRA determina numerosas consequéncias, incluindo profundas
alteracdes nas trocas gasosas, na circulagdo pulmonar e nas propriedades mecanicas do sistema
respiratorio.

O edema e o colapso alveolar, mais intensos nas fases precoces da SDRA, sao
responsaveis pela grave hipoxemia que estes pacientes apresentam. Os alvéolos ndo ventilados
continuam a ser perfundidos, o que determina areas de baixa relacdo ventilacdo-perfusao (baixa
V/Q) e shunt pulmonar, com consequente hipoxemia (BELLINGAN, 2002; SOUZA et al.,
2003). O aumento do espaco morto fisiologico pode interferir com a eliminacdo de COy; e
embora a hipercapnia seja incomum, o volume por minuto necessario para manter uma pressao
de CO2 normal aumenta significativamente (DANTZEKER et al., 1979).

2.4 SDRA/LPA — USO DE GLICOCORTICOIDES

Entender os mecanismos celulares que iniciam e propagam a inflamacgéo na sepse e na
SDRA/LPA é essencial para avancar nas modalidades de tratamento e para desenvolver
métodos de monitorizacdo da progressdo da sindrome e da resposta a terapia. Na SDRA/LPA,
a diminuicdo da inflamacdo sistémica € essencial para restaurar a homeostase, diminuir a
disfungdo dos 6rgdos, a morbidade, e melhorar a sobrevivéncia do paciente (MARIK et al.,
2011).

Os glicocorticoides (GC), também conhecidos como corticosterdides ou esterdides, sdo
0s mais efetivos tratamentos anti-inflamatorios para muitas doencas, incluindo asma, artrite,
doencas auto-imunes, doenca pulmonar obstrutiva cronica, além da SDRA e LPA (BARNES;
ADCOCK, 2009). A funcdo dos GC é manter a homeostase do organismo, exercendo efeitos
desde fungBes metabdlicas as fungdes anti-inflamatorias (LAMBERTS; BRUINING; DE
JONG, 1997; CHROUSOS, 2000; POLITO; ABOAB; ANNANE, 2006).
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Os GC naturais sdo hormonios derivados do colesterol, secretados pela zona fasciculata
da glandula adrenal. A sintese e liberacéo dos GC é feito sobre um ritmo circadiano dindmico
regulado pelo eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) (BIDDIE; CONWAY-CAMPBELL,;
LIGHTMAN, 2012). O principal estimulo fisioldgico para a sintese e liberacéo é a presenca do
hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) secretado pela adenohipdfise. A liberagdo de ACTH,
por sua vez, € regulada em parte pelo horménio liberador de corticotropina (CRH) derivado do
hipotdlamo e, em parte, pelo nivel de GC no sangue. A liberacdo de CRH € inibida pelos niveis
de GC e em menor grau pelo ACTH (FIGURA 3A). Outros estimulos podem promover a
liberagdo de CRH como o calor ou frio, lesdes ou inflamagdes (MEDURI, 2002).

A viabilidade dos GC nos tecidos € regulada pela ligacdo do GC a albumina sérica e
pela expressdo local da enzima 11-B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 (11-BHSD1), a qual
converte o cortisol inativo em ativo (CLARK; BELVISI, 2012) (FIGURA 3B).
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Figura3- Representacdo esquematica da regulacdo dos niveis de GC pelo eixo hipotdlamo-hip6fise-adrenal
(HHA).
(A) A sintese e liberagdo dos GC enddgenos é feito sobre uma regulagdo circadiana e ultradiana
dindmica pelos nucleos paraventriculares do hipotalamo. O hormbénio liberador de corticotrofina
(CRH), secretado pelo hipotalamo, estimula a liberagdo de horménio adrenocorticotrofio (ACTH)
na adenohipdfise. O ACTH induz a sintese e a liberagao de cortisol no cértex da glandula adrenal
para a circulacdo sanguinea.
(B) A forma biologicamente ativa do GC, sob a forma de cortisol (no humano), pode ser convertida
em forma inativa (cortisona) pela enzima 11-B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo2 (11-pHSD?2).
A tipol (11-BHSD1) converte a cortisona em cortisol. A homeostase dos niveis de GC é mantida
por feed-back negativo, suprimindo os niveis de ACTH na adenohipdfise e CRH no hipotalamo.
Fonte: KADMIEL; CIDLOWSKI, 2013. (adaptado)
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Os GC sintéticos sdo drogas que se assemelham aos naturais. O uso clinico dos GC
sintéticos data de antes de 1940. Predinisolona/predinisona, dexametasona e budesonida sdo 0s
GC mais prescritos. Suas diferencas com 0s naturais sdo a poténcia e o clearance metabolico.
A dexametasona, por exemplo, ndo € inativada pela 11-B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2
(11-BHSD2), o que aumenta sua disponibilidade no tecido (WEINSTEIN, 2012).

Ambos GC naturais e sintéticos transduzem suas a¢des por se ligarem a receptores de
glicocorticéides (GR). Os GR apresentam basicamente duas isoformas: GRa ¢ GRP. As
isoformas sdo expressas em aproximadamente todos os tipos de tecidos e a sinalizacdo dos GC
¢ prevalente em varios sistemas organicos. Os GRa, uma vez ligados aos GC, exercem efeitos
transcricionais. Todavia, os GRp residem constitutivamente no nucleo e agem como inibidor
negativo dominante natural da isoforma GRa. Em outras palavras, GR regula negativamente
as agoes da isoforma GRa (LEWIS-TUFFIN et al., 2007).

Na auséncia do agonista, 0 GRa reside no citosol ligado as proteinas chaperone, como
a proteina do choque térmico 90 (hsp90). Sob a ligagdo do ligante, o GRa muda sua
conformacéo e transloca-se até o nucleo, onde se liga como dimero na sequéncia de DNA
chamado de elementos responsivos aos GC (GRE), modulando a transcricdo dos genes alvo dos
GC de maneira positiva (transativacdo) ou negativa (transrepressdo), na dependéncia do
contexto do promotor e da participacdo de proteinas co-ativadoras ou co-repressoras (DEJEAN;
RICHARD, 2013). A acéo dos fatores de transcrigdo pode ser modulada independentemente de
ligacdo direta ao DNA, através de interacdo proteina-proteina com outros fatores de transcricao,
como a proteina de ativagdo 1 (AP-1) e o NF-kp nas regides regulatdrias de diferentes genes
(BARNES, 2010). E sabido que 0 NF-kf e o GRa (ativado por GC enddgenos e exdgenos) tem
funcdes opostas (estimulatdria vs inibitdria, respectivamente) na regulagdo da inflamacéo
(KARIN; BEN-NERIAH, 2000). O complexo GC-GR pode interagir fisicamente com NF-«,
bloqueando sua atividade transcricional; pode induzir a sintese da proteina Ikf, via interagdo
com GRE em regides promotoras de genes alvo; pode bloquear a degradacdo da proteina Ikf3,
por aumento da sintese de IL-10 (MCKAY; CIDLOWSKI, 1999; DE BOSSCHER; VANDEN
BERGHE; HAEGEMAN, 2003). A interacdo direta entre 0 GR e NF-kf ¢ o mais importante
efeito anti-inflamatérios dos GC (MCKAY; CIDLOWSKI, 1999). Além disso, os GC induzem
e ativam a lipocortina (anexina-1), um peptideo que interage fisicamente com a fosfolipase A2,
inibindo-a e impedindo a formacdo do acido araquidénico e consequentemente de seus
substratos (DE BOSSCHER; VANDEN BERGHE; HAEGEMAN, 2003).
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2.5 SDRA/LPA- INFLAMACAO SISTEMICA DESREGULADA E PROGRESSAO DA
SINDROME

O uso de GC tem sido proposto para o tratamento de SDRA/LPA por causa de suas
propriedades anti-inflamatérias (STEINBERG, 2006; MARIK, 2011; RHEN; CIDLOWSKI,
2005). Recentes triagens com o uso prolongado de baixas doses de GC mostrou reduzir a
morbidade e mortalidade dos pacientes (MEDURI et al., 2007). Mas outros trabalhos ainda
mostram resultados controversos (PETER et al., 2008; AGARWALL et al., 2007). Talvez a
falha no sucesso do tratamento venha de um entendimento teorico simplificado da sindrome,
como sendo meramente um processo inflamatdrio prolongado e que, até recentemente, tinha
como contribuicdo estratégias ventilatdrias com alto volume corrente como parte do tratamento
(LEAVER; EVANS, 2007; NIN et al., 2009; THE ARDS NETWORK, 2000). Mecanismos
moleculares e dados fisioldgicos mostram uma forte associagdo entre a inflamacdo sistémica
desregulada e a progressao da SDRA/LPA. Na SDRA, a down regulation da inflamacgéo
sistémica mediada por GR ¢é essencial para restaurar a homeostasia, diminuir a morbidade e
melhorar a sobrevivéncia. Pacientes com SDRA ndo resolvida apresentam uma condicdo
chamada de resisténcia adquirida ao GC associada a inflamagéo sistémica, em que ocorre
deficiéncia da down regulation mediada por GC das citocinas inflamatdrias, mesmo com
elevados niveis de cortisol circulantes (MEDURI et al., 2009). Essa condicdo leva a injuria
tecidual, coagulacdo intra e extravascular e proliferacdo de células mesenquimais
(fibriproliferagéo), todas resultando em reparo pulmonar mal adaptado, evoluindo para fibrose
e progressdo para disfuncéo de 6rgaos extrapulmonares (MEDURI et al., 2009). Os altos niveis
de citocinas também promovem o0 crescimento bacteriano e aumenta a susceptibilidade a
infeccdo nosocomial (MEDURI, 2002). A ativacdo de NF-«kf por citocinas pro-inflamatorias e
ativacdo de GRa também afetam a progressao histologica da SDRA. Assim, medidas celulares
tém estabelecido que 0 aumento na ativacdo de NF-k é um componente patogénico pré-morte
na sepse e na SDRA, e que o aumento da atividade de GC-GRa é necessario para a down-
regulation de NF-xp3 (MEDURI et al., 2005).

2.6 METIRAPONA
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A metirapona (met), inibidora da enzima 11-p hidroxilase, € um poderoso e seletivo
inibidor da sintese de GC em humanos e animais (ROOZENDAL; BOHUS; MCGAUGH,
1996). Este agente afeta a conversdo da deoxicorticosterona, o precursor da corticosterona, no
cortex da adrenal do rato, e de 11-deoxicortisol em cortisol, na adrenal humana, prevenindo a
sintese e a subsequente liberacdo de corticosterona (CCT) e cortisol, respectivamente
(BREIVIK et al., 2000; HAYNES, 1990). A administracdo de met resulta na secre¢do de
deoxicortisol, um esterdide relativamente inerte. Uma Unica administracdo periférica de met
induz, em dose dependente, a inibicdo da sintese de GC (ROOZENDAL; BOHUS;
MCGAUGH, 1996). Esta substancia exerce ndo somente efeitos sobre a sintese de esterdide na
adrenocortical, mas também inibe a enzima 11-B-HSD-1, que degrada o cortisol inativo em
ativo no sistema nervoso central (RAVEN; CHECKLEY; TAYLOR, 1995).

A met possui a vantagem de ndo interferir na sintese e liberacdo de hormonios
adrenomedulares, ja que muitos efeitos da CCT sdo mediados pela influéncia de catecolaminas
circulantes (ROOZENDAL; BOHUS; MCGAUGH, 1996; BORRELL; DE KLOET; BOHUS,
1984).

A met tem sido considerada um método alternativo a adrenalectomia para a inibicdo da
producdo de GC sistémico, uma vez que 0s animais que sofrem a cirurgia podem eventualmente
morrer, ndo sendo possivel estudos a longo prazo (BREIVIK et al., 2000). Inimeros estudos
tem mostrado que o uso da met pode favorecer a expressdo de RNAm de TNF-a, além de
aumentar a expressao de IL-1p e IL-18 (YE et al., 2004; AL-ANATI; KATZ; PETZINGER,
2005; LI et al., 2006; MICHEL et al., 2007). A administracdo de met modula a expressédo de
citocinas pro-inflamatdrias independente dos niveis plasmaticos de CCT (PERUZZO et al.,
2010).

A met foi usada neste trabalho como método alternativo a adrenalectomia, no intuito de

se estudar a influéncia dos GC enddgenos na patogénese da injdria pulmonar.

2.7 MODELO ANIMAL DE SEPSE: CLP (Cecal Ligation and Puncture)

Tradicionalmente a SDRA tem sido dividida em insulto direto ou pulmonar e indireto
ou extra pulmonar, dependendo do fator iniciante (PELOSI; CAIRONE; GATTINONI, 2001,
MINAMINO; KOMURO, 2006). O estagio inicial da sindrome tem caracteristicas distintas

dependendo do tipo de insulto. No insulto direto a estrutura primariamente lesada é o epitélio
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alveolar. No insulto indireto, a estrutura primariamente lesada é o endotélio vascular. Este
ultimo tipo tem sido estudado em modelos animais através da administragdo intraperitoneal ou
intravascular de toxinas ou por modelos de perfuracdo e ligadura cecal (CLP). Nos humanos, o
insulto indireto é causado por sepse, trauma, choque, transfusdes, etc (WIEDEMANN et al.,
2006).

Modelos animais sdo importantes porque fornecem uma ponte entre 0 paciente e a
bancada do laboratorio. Hipoteses geradas em estudos humanos podem ser testadas diretamente
em modelos animais obtendo resultados relevantes (MENEZES et al., 2005).

O CLP também é um modelo de LPA, por reproduzir 0s mecanismos e consequéncias
da lesdo pulmonar em humanos, ainda que seja por um curto intervalo de tempo. E 0 modelo
gue mais se assemelha ao quadro de sepse em humanos, decorrente de traumas com perfuracdes
das alcas intestinais, colite ou peritonite pos-operatoria, com subsequente desenvolvimento de
DMO (BROOKS et al., 2007). Nesse modelo, apés a perfuracdo da parede intestinal, ocorre a
liberacdo gradativa do contetdo colico para a cavidade peritoneal, induzindo peritonite, a qual
pode evoluir para um quadro de sepse e choque séptico (BROOKS et al., 2007). Apesar do CLP
estar mais proximo a um quadro clinico e, por isso, ser um modelo mais adequado para o estudo
da sepse, ha modelos em que bactérias ou LPS da parede bacteriana sdo administrados i.v. ou
I.p. Dados da literatura mostram que a patogénese da sepse se difere da administragcéo de LPS
e de um foco infeccioso (peritonite) (BAGBY et al., 1991). A diferenca dos resultados obtidos
entre esses modelos é devido a quantidade do estimulo, ao local de indugdo e a forma de
administracdo (em bolus ou liberacdo gradativa), induzindo uma cinética distinta de liberacao
dos mediadores inflamatérios (WALLEY et al., 1996). A partir desses fatos, a utilizacdo do
modelo CLP para o estudo da sepse, descrito inicialmente por Wichtermann; Baue; Chaudry
(1991), e Baker et al., (1983), apresenta maior relevancia para a compreensdo da evolucgédo da
doenca.

A intensidade dos danos causados pela sepse induzida pelo modelo CLP é determinada
pelo numero de perfuracdes realizadas e pelo didmetro da agulha utilizada. Estudos sugerem
que a resposta do grupo submetido a sepse letal aparece, primariamente, desenvolvendo maior
estresse oxidativo e alta mortalidade, em torno de 90%, em 10 dias; sepse moderada ou sub-
letal apresenta cerca de 40-60% de mortalidade e a branda ou n&o letal em torno de 0-10%
(ANDRADES et al., 2005; KUHLMANN, 1994).

2.8 ESTUDO DA MECANICA RESPIRATORIA
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O tecido pulmonar é um sistema altamente complexo de células, fibras, biomoléculas e
fluido que apresenta propriedades elasticas e dissipativas. Tem se tentado prever, através da
avaliacdo da mecanica respiratdria, como 0s componentes das vias aéreas e do tecido pulmonar
se comportam. As propriedades mecanicas dos pulmdes determinam como a pressao muscular,
o fluxo das vias aéreas, e 0s volumes pulmonares estdo relacionadas. Portanto, os dados
experimentais requeridos para a constru¢cdo de modelo de mecanica pulmonar, usualmente
consistem de fluxo/volume e pressdo (BATES, 2009). H& numerosas doencgas que podem
dificultar o trabalho realizado pelos pulmdes. Essas patologias normalmente envolvem
anormalidades mecanicas e exibem graus variados de padrdes obstrutivos e restritivos. O que é
certo é que as anormalidades na funcdo da mecéanica pulmonar acompanham uma grande e
importante variedade dessas patologias, como a SDRA secundéria a sepse. Assim, a avaliacao
da mecanica respiratdria permite o diagndstico da lesdo, sendo uma importante medida para
acompanhar a progresséo da doenca pulmonar (BATES, 2009).

O flexiVent (SCIREQ, Montreal, Quebec, Canada) € um ventilador mecénico
amplamente utilizado para mensuracdo da mecanica respiratéria em pequenos animais (por
exemplo: ratos - médulo I1) (FIGURA 4A). Este equipamento permite a ventilacdo mecanica
de animais sedados e curarizados, além de atuar na avalicdo da mecénica respiratoria por
permitir que perturbacgdes de volumes pré-estabelecidos sejam aplicadas ao sistema respiratorio
via traquéia (SCHUESSLER; BATES, 1995; BATES; ALLEN, 2006). O ventilador é
controlado por um computador que intercala a ventilagdo com manobras (perturbagdes)
utilizando volumes controlados para a obtencdo de dados precisos e reprodutiveis para

avaliacdo da mecénica respiratoria (FIGURA 4B).
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Figura4 —  llustragGes do ventilador mecénico (flexiVent).
(A) Foto mostrando o médulo | utilizado para camundongos e 0 médulo 11 para ratos;
(B) Diagrama do ventilador mecanico acoplado ao computador usado para manobras e coleta dos
dados de mecanica respiratdria.
Fonte: (A) http://www.scireq.com/products/flexivent/ (adaptado)
(B) http://www.med.unc.edu/geneticsdept/kollerlab/researchinterests.htm. (adaptado)

A técnica de oscilagdes forcadas (perturbacdes) foi originalmente descrita por Dubois;
Lanphier; Marshall, (1956). Esta técnica consiste da aplicacdo de um fluxo/volume conhecido
nos pulmdes através da traquéia, medindo-se a pressdo resultante gerada na traquéia e
relacionando os dois sinais para uma estimativa da impedancia do sistema respiratorio,
assumindo que este apresenta um comportamento linear (MORIYA; MORAES; BATES, 2003;
MICHAELSON; GRASSMAN; PETERS, 1975). De uma maneira simplista, a impedancia do
sistema respiratorio tem origem, principalmente, nas forcas resistivas, elasticas e inertivas que


http://www.scireq.com/products/flexivent/
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se opdem aos movimentos inspiratorios e expiratorios e € dada pela relagdo entre a perturbacéo
de volume aplicada na traquéia e a pressao medida no mesmo local (CAMPOS et al., 2012). O
fluxo utilizado para excitar o sistema respiratério é de ar ambiente ou de uma outra mistura
gasosa conhecida.

Para a andlise da impedancia (Z(f)), o sistema utiliza o modelo de fase constante
(GOMES et al., 2000):

Z(f):Raw'l'l.z.T[.f.IaW+GtiS‘l.HtiS
2.m.0H)

a =2/ m . arctan (Htis/Gtis)

Onde Raw é a resisténcia das vias aéreas, lawé a inertancia das vias aéreas devido a massa
de gés na via aérea central, sendo desprezivel para frequéncias menores que 20 Hz. O Gtis
caracteriza a dissipacdo de energia nos tecidos pulmonares e Htis a energia acumulada nestes
tecidos. Os dois ultimos parametros funcionariam de modo analogo a molas e amortecedores
do tecido pulmonar. Gtis é comumente chamada de viscancia tecidual e representa o
componente dissipativo dos tecidos. Htis é aproximamente relacionada a elastancia tecidual e
reflete a conservacédo de energia nos tecidos pulmonares. Ainda, 1 ¢ a unidade imaginaria e f a
frequéncia em Hz. A histeresividade (n) é definida como a razéo de Gtis/Htis (BATES, 2009).

Os parametros de mecénica, estimados pelo modelo de fase constante, foram resisténcia

da via aérea (Raw), viscancia do tecido (Gtis), elastancia do tecido (Htis) e histeresividade (1).
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3 OBJETIVOS

Hé& extensos trabalhos que utilizam GC como parte do tratamento da sepse, tanto em humanos
guanto em animais, e seus resultados parecem bastantes controversos. A participacdo dos GC
no ambito da inflamagdo pulmonar na sepse também precisa ser mais profundamente
investigada. Desta forma, € necessario saber se as alteragdes pulmonares inflamatdrias na sepse
se relacionam com a presenca ou auséncia de GC para talvez elucidar melhor o beneficio deste

agente farmacoldgico no ambito da sindrome no quadro infeccioso generalizado.

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar e avaliar a influéncia dos GC na Lesdo Pulmonar Aguda de ratos submetidos a

sepse.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Tendo como hipotese de que o pré-tratamento com inibidor de GC intensificaria a disfuncéo

respiratdria na sepse, objetivamos:

a) dosar os niveis plasmaticos de corticosterona de ratos induzidos ou ndo a sepse e pré-
tratados ou ndo com inibidores e agonista de GC;

b) quantificar e avaliar a area imunorreativa para receptores de GC nos pulmdes de ratos
induzidos ou ndo a sepse e pré-tratados ou ndo com inibidores e agonista de GC,;

c) analisar os dados de mecanica respiratoria de ratos induzidos ou ndo a sepse e pré-
tratados ou ndo com inibidores e agonista de GC;

d) avaliar a morfometria do pulméo de ratos induzidos ou ndo a sepse e pré-tratados ou nao

com inibidores e agonista de GC;
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determinar a atividade da mieloperoxidade do homogeneizado de pulmédo de ratos
induzidos ou ndo a sepse e pré-tratados ou ndo com inibidores e agonista de GC.
determinar os niveis de peroxido de hidrogénio do homogeneizado de pulmao de ratos

induzidos ou ndo a sepse e pré-tratados ou ndo com inibidores e agonista de GC.
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4 MATERIAIS E METODOS

O material e métodos utilizados para a realizacdo desse trabalho sdo descritos abaixo.

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados cento e quarenta e quatro ratos da linhagem Wistar, machos, pesando
entre 250 e 300g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG) e mantidos em ciclo de claro-escuro de 12 horas. Todos os animais foram
acondicionados e tiveram livre acesso a ragdo e dgua em todo periodo do experimento, e 0s
cuidados necessarios no Laboratorio de Fisiologia da UNIFAL-MG.

Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso Animal da UNIFAL-
MG sob o protocolo de nimero 341/11 e foram conduzidos de acordo com a declaracdo de

Helsinki para o bem estar de animais de experimentagéo.

4.2 ESTRATIFICACAO DOS GRUPOS

Primeiramente os animais foram randomizados em 3 grupos principais: Naive, Sham e
CLP. No grupo Naive (N = 8), os animais ndo sofreram qualquer procedimento ou pré-
tratamento. No grupo Sham (N = 8), os ratos tiveram somente 0 ceco exposto sem perfuracao e
foram pré-tratados com salina i.p., uma hora antes da cirurgia. No grupo CLP, os animais
tiveram o ceco exposto, ligado e perfurado e foram divididos em trés grupos de acordo com 0s
pré-tratamentos realizados uma hora antes da cirurgia: CLP sal (N = 8; salina em volume
equivalente de 0,9 % NaCl i.p.); CLP met (N = 8; metirapona 50 mg.kg™ i.p., Sigma, St Louis,
EUA), (ALEXANDER, B. N.; FEWELL, J. E., 2011); CLP dex (N = 8; dexametasona 0.5
mg.kgti.p., Merck, Sharp & Dohme, Brasil) (FIGURA 5). Os grupos foram reorganizados para

serem ventilados mecanicamente 6 e 24 horas apés a cirurgia.
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Figura5- Representagdo esquematica da randomizacao dos grupos experimentais: Naive = controle; Sham:
controle cirdrgico; CLP: perfuracdo e ligadura cecal; sal = salina; met = metirapona e dex =

dexametasona.
Fonte: Da autora.

4.3 PREPARO DOS ANIMAIS

Para o procedimento de CLP, os animais foram anestesiados com TBE (tribromoetanol)

250 mg.kg™ i.p. e tricotomizados na regifo abdominal. Foi realizada a laparotomia com uma

incisdo longitudinal, infra-umbilical de 1 cm. O ceco foi exteriorizado e semi-ocluido utilizando

uma canula de plastico como guia e realizada uma ligadura com fio de seda a 4 mm da vélvula

iliocecal (FIGURA 6). Foi perfurado por 10 vezes com agulha 19-G e delicadamente

pressionado para extravasamento do contetdo fecal. O ceco foi reposicionado e a cavidade

abdominal suturada em dois planos. Nos animais do grupo Sham, o ceco foi somente

exteriorizado e em seguida retornado ao abdémen e a cavidade abdominal suturada.
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Ceco / “Th
Local de Local da
ligadura perfuracdo

Figura6- Modelo experimental de sepse: perfuragdo e ligadura cecal (CLP). O ceco (no detalhe) é exposto
por laparotomia.
a) representa a jungao entre o intestino delgado e o grosso (ceco);
b) representa a por¢éo do ceco em que sofre as perfuracoes;
¢) por¢do em que é parcialmente ligada (sem que haja obstrucao).
Fonte: BURAS; HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005. (adaptado)

ApoOs a cirurgia, 0s animais receberam solucéo salina (100 mg.kg?i.p.) para expansio
volémica. Os animais foram mantidos aquecidos até a recuperacdo completa da anestesia e
monitorados por 6 e 24 horas até o comeco dos procedimentos experimentais. Os experimentos
sofreram duas etapas: a primeira etapa envolveu a coleta de dados da mecénica respiratoria e
de tecido pulmonar para procedimentos histolégicos (N = 5-8 por grupo) (FIGURA 7) e a
segunda etapa envolveu a coleta de sangue para dosagem plasmaética de CCT e de tecido

pulmonar para as medidas bioquimicas (N = 8 por grupo) (FIGURA 8).
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Primeira etapa

1 hora 6 ¢ 24 horas - .
sal, met e CLP, Shame Mecanica respiratoria
. K . Eutanasia
dex ip. Naive fexiVent
N=38 l
Pulmdes

| Histomorfométrico |
H.E.: Fracdo células inflamatérias Area de imunorreatividade
e area de colapso alveolar para GR
N=35 N=35

Figura7- Representacdo esquematica da primeira etapa do protocolo experimental, mostrando desde a
aplicacéo das drogas até 6 e 24 horas da instalacdo da sepse. Sal: salina; met: metirapona; dex:
dexametasona; CLP: perfuracdo e ligadura cecal; Sham: controle cirlrgico; H.E.: hematoxilina e
eosina; GR: receptor de glicocorticoide.

Fonte: Da autora.

Segunda etapa

1 hora 6 ¢ 24 horas
sal, met e CLP, Shame N

l l Armazenados a -80°C

| Medidas bioquimicas |

| Coleta de sangue |
L T

N=8 MPO H202

Figura8- Representacdo esquematica da segunda etapa do protocolo experimental, mostrando desde a
aplicacdo das drogas até 6 e 24 horas da instalacdo da sepse. Sal: salina; met: metirapona; dex:
dexametasona; CLP: perfuracdo e ligadura cecal; Sham: controle cirtrgico; CCT: corticosterona;

MPO: mieloperoxidase; H,O,: perdxido de hidrogénio.
Fonte: Da autora.

4.4 DOSAGEM PLASMATICA DE CORTICOSTERONA (CCT)
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Para as dosagens plasmaticas de CCT, os animais foram decapitados e o sangue coletado
em tubos Eppendorf contendo 20 pl de EDTA a 0,05 M. O sangue foi imediatamente
centrifugado (2000 rpm, 4°C, 15 min.) para a separa¢do do plasma e o plasma congelado. As
dosagens de CCT foram realizadas utilizando-se a técnica de radioimunoensaio especifica
(ELIAS et al., 1997). Para tal, em 25l de plasma foi acrescentado 1ml de etanol. Ap6s agitacao,
incubagédo por 30 min e centrifugagdo (2500 rpm, 20 min, 4°C), as amostras foram liofilizadas
e mantidas a -20°C até o momento das dosagens hormonais. No momento do ensaio as amostras
foram ressuspendidas com 2500ul de tampdo do ensaio da corticosterona. Para o ensaio foi
utilizado o horménio marcado com tritio (3H-corticosterona) usando anticorpo padrdo e
especifico (Sigma St Louis, MO, EUA). A especificidade do anticorpo foi testada através de
reatividade cruzada com o cortisol (1%), 17-OH-progesterona (1%) e sulfato de
dehidroepiandrosterona (12%). A separacdo das fracOes livre e ligada foi realizada com a

utilizacdo da solugéo de carvdo-dextrana 0,5/0,05%. Resultados foram expressos em ng.ml™.

4.5 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA GR

Cortes de 4 um de espessura de pulmao em parafina foram obtidos em micrétomo
diretamente sobre laminas tratadas com poli-L-lisina (1:8) e submetidos inicialmente ao
processo de recuperacdo antigénica com tampao citrato (&cido citrico 10 nM, Tween 20 0,05%,
pH 6) por 30 minutos a 65°C. Em seguida, as laminas foram incubadas com soro normal de
cavalo 10% em PBS (0,01M, contendo Triton 0,1% e NaN3 0,04%) por 2 horas. Apés esse
periodo, as laminas foram lavadas (3x) “gentilmente” com PBS (0,01M) e incubadas overnight
com o anticorpo primario anti-GR (rabbit, 1:1000, Santa Cruz, EUA) em cdmara umida. Apds
esse periodo, as laminas foram novamente lavadas (3x) em PBS (0,01M) e incubadas com o
anticorpo secundario fluorescente Cy3 donkey a-rabbit (1:250, Jackson Immunoresearch,
EUA) por um periodo de 2 horas. Ap6s a incubagdo, as laminas foram lavadas (3x) com PBS
(0,01M) e contracoradas com o marcador nuclear DAPI (stock 15 mM, 1:12500) por 2 minutos.
Em seguida, as laminas foram novamente lavadas, secas em temperatura ambiente e fixadas a
laminulas com meio de montagem para posterior visualizacdo em microscopio. A quantificacéo
do sinal imunofluorescente foi realizada em 5 areas pulmonares de cada animal, selecionadas
aleatoriamente, utilizando a objetiva de 40x de um microscopio dptico de fluorescéncia (Eclipse

80i Nikon Corporation, Japdo) com camera acoplada. Foram quantificadas, em pum?, a area
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total de imunorreatividade para GR, a area de imunorreatividade nuclear para GR (dada pela
sobreposicdo da marcacdo para O receptor e a marcacdo com DAPI) e a é&rea de
imunorreatividade citoplasmatica para GR (dada pela subtracdo da fragcdo nuclear da area total
de marcacdo). Para tanto, foi utilizado um software de processamento de imagem (Image J,
NIH, EUA) com limiares RGB fixos para todos 0s grupos experimentais. A quantificagdo média

de cerca de 5 animais por grupo foi utilizada para compor a amostra experimental.

4.6 AVALIACAO DA MECANICA RESPIRATORIA

Para a medida da mecéanica respiratoria em 6 e 24 horas ap0s a inducdo da sepse, 0s
animais foram pré-anestesiados com xilazina 8 mg.kg? i.p. (Anasedan, Ceva, Brasil)
anestesiados com pentobarbital 40 mg.kg i.p. (Nembutal, OAK, EUA) e receberam analgésico
Cloridrato de tramadol 30 mg.kg? i.p. (Tramal, Grumenthal, Brasil). Apds instalacdo da
anestesia, 0s animais foram posicionados em decubito dorsal em uma pequena placa aquecedora
(Heat Pad, Insight, Brasil) mantida a 37° C, sob foco cirdrgico.

Primeiramente foi realizada a traqueostomia para a inser¢do de uma canula de metal
(14G), fixada na traquéia do animal por meio de fios de algoddo, a qual foi conectada ao
ventilador. Os animais foram ventilados com volume corrente (Vt) de 6 ml.kg?, frequéncia
respiratoria de 120 min e pressdo expiratéria final positiva (PEEP) de 3,0 cmH20. Optou-se
pelo Vt de 6 ml.kg™ por ser um volume considerado protetor ou ndo causador de LPA. Apds
iniciada a ventilagéo, os animais foram paralisados com brometo de pancurénio (1,0 mg.kg?,
i.p.). A impedancia do sistema respiratorio (Zrs) foi medida aplicando técnicas de oscilacdes
forcadas. Assim, apds 5 minutos da administracdo de pancurdnio, o ventilador promoveu duas
manobras de recrutamento alveolar, chamadas de total lung capacity (TLC), com intervalo de
30 segundos entre elas. Depois dos recrutamentos, o ventilador realizou duas manobras de
oscilacdo forcada de duracdo de 8 s. cada e componentes de frequéncia entre 0 e 20 Hz,
denominadas a partir de agora como Prime-8, no intuito de se obter os parametros de mecanica
respiratoria, tais como: resistancia das vias aéreas (Raw), viscancia tecidual (Gtis), elastancia
tecidual (Htis) e histeresividade (n).

Os experimentos foram conduzidos com a parede do térax preservada. Ao final do
experimento, a traquéia foi clampeada no final da expiragdo para posterior remocdo dos

pulmdes.
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O protocolo experimental da ventilagdo mecénica teve a duragdo de dez minutos para
cada animal (FIGURA 9). Os animais permaneceram no ventilador por um pouco mais de
tempo, até que fosse realizada a exsanguinacdo e consequente morte do animal. A ventilacédo
mecanica durante o protocolo experimental foi interrompida somente em intervalos de tempos

determinados para aplicar as perturbagdes e assim obter os valores dos pardmetros desejados.

Inicio da Coleta
ventilagdo  Pancurdnio i.p. dos dados
o)
A0
§
| | [ > | :
0 30s 330s 360s 480s
Ventilacdo
Coleta Término da
dos dados ventilagdo
3
f_Lg' Prime 8 l Exsanguinagao l
=
o
> | | Coleta dos pulmdes

600s Ventilagao

Figura9- Esquema temporal do protocolo de medidas de mecénicas respiratdria. TLC: complacéncia
pulmonar total; Prime-8: manobras de recrutamento; s: segundos.
Fonte: Da autora.

4.7 REMOCAO DOS PULMOES

Imediatamente ap0s a avaliacdo da mecanica respiratoria, mas antes de interromper a
ventilacdo, o abdome do animal foi aberto cirurgicamente para a administracdo de heparina
(1000 UI) na veia cava. Apo6s cerca de 1 minuto, a veia cava e artéria aorta abdominal foram
seccionadas no intuito de permitir hemorragia macica para levar o animal a morte. Em seguida,
a traqueia foi clampeada no final da expiracdo mecanica com fio de algod&o. Os pulmdes foram

removidos em bloco a partir da dissecacdo das estruturas do pesco¢o, mantendo a traquéia
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ocluida e removendo o coracdo e pulmdo das demais estruturas aderidas a parede do tdrax
posterior. Com as estruturas exteriorizadas, foi separado o es6fago da traquéia e o coracdo dos
pulmdes. Os pulmdes foram ocluidos pelas vias aéreas de maior calibre com fio de algodéo

para manter a capacidade residual final e foram destinados a analise histoldgica.

4.8 HISTOLOGIA PULMONAR

4.8.1 Procedimento histoldgico no preparo das laminas

Os pulmdes foram fixados e mantidos em paraformaldeido 10 % (pH 7,4 e 0,1M) por 7
dias. Apds esse periodo, o material foi desidratado progressivamente através da imersdo em
solucdo com concentragdo crescente de etanol. Depois da desidratacdo, o material foi incluido
em parafina. Foram feitos cortes de 4 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina
(H.E.).

4.8.2 Andlise morfométrica

As laminas contendo os cortes pulmonares corados com hematoxilina e eosina foram
analisadas por microscopia optica (Eclipse 80i Nikon Corporation, Japdo) de acordo com seus
aspectos quantitativos. A analise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (“point-counting”) (WEIBEL, 1990).

Em um aumento de 200x, utilizando-se uma ocular contendo um sistema de referéncia
de 100 pontos e 50 segmentos de reta dispostos em paralelo, acoplada ao microscépio de luz
convencional (Eclipse 80i Nikon Corporation, Japdo) (FIGURA 10), foram analisados, em
leitura cega (o pesquisador ndo sabia de que grupo se tratava a lamina a ser analisada), 10
campos aleatorios e ndo coincidentes por lamina e quantificada a fragdo de area ocupada por
alvéolos normais e colapsados. Foram somadas as areas de alvéolos normais e de alvéolos
colapsados separadamente. Essa soma foi dividida pela area total de cada parametro avaliado e

0 numero de cada area foi multiplicado por 100, obtendo a porcentagem de areas de alvéolos
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normais e colapsados. O mesmo foi feito para as células inflamatérias. As fracfes de neutrofilos
e de células mononucleares (MN) no tecido pulmonar foram avaliadas no aumento de 1000 Xx.
Os pontos que insidiam nas células foram contados, divididos pela celularidade total (neut +
MN), divididos pelo ndmero de tecido total e multiplicado por 100, obtendo assim a

porcentagem de neutréfilos e MN.
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Figura10 - Imagem do reticulo com 100 pontos e 50 linhas acoplado a uma das oculares do microscopio para
quantificacdo dos parametros morfométricos.
Fonte: Da autora.

4.9 ANALISES BIOQUIMICAS DO PULMAO

4.9.1 Determinacéo da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Para analise bioquimica do processo inflamatério nos pulmdes, foi utilizado o método
de quantificacdo da atividade da mieloperoxidase. Antes da realizacdo do ensaio, retirou-se um
fragmento dos pulmdes pesando entre 310 e 360 mg de cada amostra armazenada a -80° C. Os

fragmentos foram triturados um a um com lamina de bisturi, em placa de Petri sobre gelo com
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a adicao de solugdo tampdo de fosfato de potéassio a 50 mM (pH 6,0). A mistura foi centrifugada
a 12.000 g por 30 min a 4°C. O sedimento foi ressuspendido com tampéo fosfato de potéassio
contendo 5 % de brometo de hexadeciltrimetil aménio (Sigma, St Louis, EUA). A suspenséo
sofreu 3 ciclos de congelamento (congelado em gelo seco e descongelado em temperatura
ambiente). No dltimo descongelamento, a suspensao foi sonificada (amplitude de 20-30%) por
40 s em gelo. As amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 g por 5 min a 4°C, e 0s
sobrenadantes utilizados para o ensaio de MPO, em duplicatas. Foi utilizado um kit de ensaios
Amplex Red (Molecular Probes, Invitrogen, EUA) para determinar a atividade de MPO dos
homogenatos, conforme instru¢des do fabricante. A absorbancia de cada amostra foi medida
utilizando um leitor de microplaca equipado para excitacdo de 560 nm (Synergy H1, hybrid
reader, Biotek, EUA). Para o calculo da atividade da MPO a média das absorbancias das
duplicatas foram subtraidas do branco, corrigidas pelo R da curva, multiplicadas pelo fator de
diluicdo e divididas pelo peso do fragmento do pulmé&o. Os resultados foram expressos em
mU.g™.

4.9.2 Determinacdo dos niveis de peroxido de hidrogénio (H20,)

Para analisar o estresse oxidativo pulmonar, foi determinado os niveis de H202 no tecido
pulmonar. As amostras dos pulmdes pesando entre 190 e 230 mg foram triturados um a um com
lamina de bisturi, em placa de Petri sobre gelo com a adi¢do de 140 mM/I de NaCl, 10 mM/I de
tampao fosfato de potéssio e 5 mM/I de dextrose (pH 7,0). O homogenato foi centrifugado a
3000 rpm por 10 min a 4°C e o sobrenadante usado para o ensaio de H20». Foi utilizado um kit
de ensaios Amplex Red (Molecular Probes, Invitrogen, EUA) para determinar a medida de
H20- dos homogenatos, conforme instrugdes do fabricante. A absorbancia de cada amostra foi
medida utilizando um leitor de microplaca equipado para excitagcdo de 560 nm (Synergy H1,
hybrid reader, Biotek, EUA). Para o célculo da medida de H.O, a média das absorbancias das
duplicatas foram subtraidas do branco, corrigidas pelo R da curva, multiplicadas pelo fator de
diluicdo e divididas pelo peso do fragmento do pulmé&o. Os resultados foram expressos em uM
de H202.g%.

4.10 ANALISE ESTATISTICA
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A Andlise estatistica foi realizada através da utilizacdo de um software comercial
(GraphPad Prism version 5.0, San Diego, CA, EUA), exceto para a analise do risco de morte.
Os dados foram expressos em média * erro padrdo da média (SEM), e a significancia estatistica
foi assegurada por métodos paramétricos utilizando analise de variancia de uma via (one-way)
seguida de teste Tukey (ANOVA).

Para a analise do risco de morte foi realizado o teste de modelo de regresséo logistica
(binomial), funcdo glm do software (Statistical Computing System R 3.0.2).

Para cada analise, P <0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos ap0s a realizacdo do protocolo experimental proposto por esse trabalho

sdo descritos abaixo.

5.1 PORCENTAGEM DE MORTALIDADE E RISCO DE MORTE

Em 6 horas apds a instalagdo da sepse ndao houve morte em nenhum dos animais
estudados. Depois de 24 horas da cirurgia, a porcentagem de mortalidade variou de acordo com
a droga previamente administrada (FIGURA 11), sendo de 0 % nos grupos Naive e Sham, 13
% no CLP dex, 38 % no CLP sal e 75 % no CLP met. O grupo CLP met teve nove vezes maior
risco de morte quando comparado ao Naive e ao Sham. O risco de morte do grupo CLP dex é

0 mesmo que dos grupos Naive e Sham.
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Figurall - Representacdo grafica da porcentagem de mortalidade, apés 24 horas da cirurgia, nos grupos
estudados. N = 8. Naive: controle; Sham: controle cirdrgico; CLP: perfuracéo e ligadura cecal;
sal: salina; met: metirapona; dex: dexametasona.

Fonte: Da autora.

5.2 AVALIACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE CCT
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Os resultados dos niveis de CCT, em 6 e 24 horas, estdo mostrados na Figura 12 A e B,
respectivamente. O grupo CLP sal apresentou aumento significativo, em quase 2,5 vezes, nos
niveis plasmaticos de CCT em 6 (Fa30 = 9,84) e 24 horas (Fs28 = 6,06), em comparac¢io aos
grupos Naive (P < 0,001) e Sham (P < 0,01). Os grupos CLP met e CLP dex apresentaram
niveis plasmaticos de CCT significativamente menores que o CLP sal (P < 0,05; P < 0,001,
respectivamente) em 6 horas. Depois de 24 horas, 0s niveis de CCT exibiram o mesmo perfil,

exceto no grupo CLP met, o qual mostrou valores similares aos grupos Naive e Sham.
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Figura12 — Representagdo grafica dos niveis plasmaticos de corticosterona (CCT) em ng.ml. Os valores sdo
expressos em média + SEM. (A) em 6 e (B) 24 horas ap6s a cirurgia. #P < 0,01 e #*P < 0,001
comparado ao grupo Naive; “P < 0,05 e ™P < 0,01 comparado ao grupo Sham; *P < 0,05, **P <
0,01 e **P < 0,001 comparado ao grupo CLP sal. N = 8. Naive: controle; Sham: controle
cirtrgico; CLP: perfuracdo e ligadura cecal; sal: salina; met: metirapona; dex: dexametasona.
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Fonte: Da autora.

5.3 AREA IMUNORREATIVA PARA O GR

A imunorreatividade para o receptor de GC no tecido pulmonar ndo foi avaliada nos
grupos apos 6 horas de cirurgia. O resultado da area imunorreativa para os receptores de GC,
em 24 horas, pode ser observada nas Figuras 13 e 14. O grupo CLP met apresentou
estatisticamente menor area imunorreativa para o GR total (Fu17) = 6,43) e citoplasmético
(Fa,17 = 6,91) em comparacédo a todos os outros grupos (P < 0,05; P < 0,01 para Sham). Em
contra partida, 0 mesmo grupo apresentou significativo aumento na area imunorreativa para o
GR nuclear (Fa,15) = 20,55), também em comparacéo a todos os outros grupos (P < 0,001; P <
0,01 para CLP dex). O grupo CLP dex apresentou aumento significativo de imunorreatividade

dos GR nuclear em comparacdo ao grupo Sham (P < 0,05).
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Figura 13— Representacdo grafica da area imunorreativa de (A) GR total, (B) citoplasmatico e (C) nuclear
por um? no tecido pulmonar. Os valores sdo expressos em média + SEM. 24 horas apés a cirurgia.
#P < 0,05 e P < 0,001 comparado ao grupo Naive; P < 0,05; P < 0,01 e ™P < 0,001
comparado ao grupo Sham; *P < 0,05 e ***P < 0,001 comparado ao grupo CLP sal e °P < 0,05 e
$3%p < 0,001 comparado ao grupo CLP met. N = 5. Naive: controle; Sham: controle cirdrgico;
CLP: perfuracéo e ligadura cecal; sal: salina; met: metirapona; dex: dexametasona.

Fonte: Da autora.
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Figura14 — Fotomicrografia imunofluorescente da &rea de imunorreatividade para GR em pulmdes dos
grupos estudados, 24 horas ap6s inducdo da sepse. Imunorreatividade total (1:1000, em
vermelho), citoplasmatica e nuclear do GR; Contra-coloragdo nuclear com DAPI (1:12500, em
azul), Grupos (A) Naive, (B) Sham, (C) CLP sal, (D) CLP met e (E) CLP dex. Escala: 50 pum.
Naive: controle; Sham: controle cirdrgico; CLP: perfuracdo e ligadura cecal; sal: salina; met:
metirapona; dex: dexametasona.

Fonte: Da autora.

5.4 AVALIACAO DA MECANICA RESPIRATORIA
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Os resultados da mecénica respiratdria em 6 horas, assim como de Raw e de Htis em 24
horas, ndo foram significativamente diferentes do Naive ou do Sham (TABELA 1). Os valores
de Gtis (Fa27= 15,69) e n (Fa.27 = 4,93), em 24 horas sdo mostrados também na Figura 15 A e
B, respectivamente. Os grupos CLP sal e CLP met mostraram aumento significativo em Gtis
quando comparados ao Naive (P <0,001) e ao CLP dex (P <0,01; P < 0,001, respectivamente).
Os valores de Gtis do grupo CLP met foi significativamente diferente do Sham (P < 0,01). Os

valores de 1 do CLP sal e do CLP met foram significativamente diferentes do Sham (P < 0,05).

Tabelal-  Pardmetros obtidos através da avaliacdo da mecénica respiratoria. Resisténcia das vias aéreas
(Raw), Viscancia tecidual (Gtis), elastancia do tecido (Htis) e histeresividade (1)). Valores de média
+ SEM. 6 e 24 horas ap6s a cirurgia. *P < 0,05 e *#P < 0,001 comparado ao grupo Naive; P <
0,05 e P < 0,01 comparado ao grupo Sham; **P < 0,01 comparado ao grupo CLP sal; %P <
0,001 comparado ao grupo CLP met. N = 8. Naive: controle; Sham: controle cirdrgico; CLP:
perfuracdo e ligadura cecal; sal: salina; met: metirapona; dex: dexametasona.
Raw Gtis Htis ]

6 horas (cmH20.mlY/s) | (cmH20.mi?) (cmH20.ml?) (n=G.HY)

Naive 0,043+0,003 0,620+0,020 3,404+0,163 0,173+0,009

Sham 0,047+0,004 0,629+0,024 3,342+0,192 0,192+0,005

CLP sal 0,040+0,003 0,545+0,031 2,819+0,253 0,178+0,007

CLP met 0.038+0.001 0.589+0.025 3,169+0.099 0.186+0.006

CLP dex 0,040+£0,001 0,607+0,023 3,146+0,127 0,193+0,005

24 horas

Naive 0,043+0,003 0,620+0,020 3,404+0,163 0,173+0,009

Sham 0,043+0,005 0,705+0,017 3,502+0,080 0,170+0,011

CLP sal 0,048+0,006 0,799+0,015%#  2,736+0,068 0,217+0,008"

CLP met 0,035+0,002 0,847+0,033%#™  3,233+0,146 0,214+0,010"

CLP dex 0,047+0,006 0,656+0,020**%%%  3,666+0,127 0,21240,010

Fonte: Da autora.
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Figura1l5— Representacdo grafica da (A) viscancia tecidual (Gtis) e (B) histeresividade (r). Valores
expressos em média = SEM. 24 horas depois da cirurgia. *P < 0,05 e ##P < 0,001 comparado ao
grupo Naive; "P < 0,05 e P < 0,01 comparado ao grupo Sham; **P < 0,01 comparado ao grupo
CLP sal e %P < 0,001 comparado ao grupo CLP met. N = 5-7. Naive: controle; Sham: controle
cirtrgico; CLP: perfuragdo e ligadura cecal; sal: salina; met: metirapona; dex: dexametasona.

Fonte: Da autora.

5.5 FRACAO DE AREA ALVEOLAR NORMAL E COLAPSADA

As fracOes das areas alveolares normais e colapsadas em 6 e 24 horas apds a cirurgia,

assim como as fotomicrografias do paréngquima pulmonar, em 24 horas, estdo mostradas na
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Tabela 2 e Figura 16, respectivamente. Ap6s 6 horas da indugédo da sepse, houve uma pequena,
porém significativa reducgdo nas fracoes de alvéolos normais (F424 = 5,54) nos grupos CLP sal,
comparado ao Naive (P < 0,05) e CLP met comparado ao Naive (P < 0,01). Quanto a area de
alvéolos colapsados ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. Em 24 horas, 0s grupos
CLP sal e CLP met foram caracterizados por uma significante reducdo nas fracoes das areas de
alvéolos normais (Fs24 = 159,1) e aumento de &rea de alvéolos colapsados (Fs2s = 166,1),
comparados ao Naive (P < 0,001) e ao Sham (P < 0,001). O grupo CLP dex mostrou aumento
da area de alvéolos normais e diminuicao da area de alvéolos colapsados, comparados ao CLP
sal (P <0,01) e CLP met (P <0,05).

Tabela2 -  Fracdo de &rea alveolar normal e colapsada. Todos os valores foram avaliados em 10 campos
randomizados e ndo coincidentes por rato. Valores expressos em média + SEM. 6 e 24 horas ap6s
acirurgia. *P < 0,05, #P < 0,01 e *#P < 0,001 comparado ao grupo Naive; P < 0,001 comparado
a0 grupo Sham; **P < 0,01 comparado ao grupo CLP sal; *P < 0,05 e **P < 0,01 comparado ao
grupo CLP met. N = 5. Naive: controle; Sham: controle cirurgico; CLP: perfuracdo e ligadura
cecal; sal: salina; met: metirapona; dex: dexametasona.

6 horas 24 horas

Grupos Area  alveolar | Area  alveolar | Area  alveolar |Area  alveolar

normal (%0) colapsada (%) normal (%) colapsada (%)
Naive 95,40 £ 0,52 4,61+0,52 95,40 £ 0,52 4,61+0,52
Sham 92,91 £ 0,95 6,92 £ 0,99 93,57+ 0,72 5,10 £ 0,50
CLP sal 90,80 + 0,90% 6,82 £ 0,70 68,69 + 4,007 28 97 + 377%™
CLP met 89,97 + 1,39# 5,62 +1,49 73,47 + 1,97##™ 24 A8 + 1 37##™
CLP dex 91,93+ 0,77 6,99 +£1,49 86,25 + 4,30+ 12,68 + 4,11+

Fonte: Da autora.
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Figura 16 - Fotomicrografia representando o parénquima pulmonar corado com hematoxilina e eosina, 24
horas ap06s a cirurgia. Magnificagdo original: 200x. (A e B), Grupos Naive e Sham,
respectivamente, mostrando parénquima normal. (C e D), Grupos CLP sal e CLP met,
respectivamente, mostrando caracteristicas de dano alveolar difuso e inflamacdo aguda,
representada por congestdo, acimulo neutrofilico e espessamento da parede alveolar. (E), Grupo
CLP dex, mostrando prevencdo do dano alveolar difuso. N = 5. Naive: controle; Sham: controle
cirdrgico; CLP: perfuracdo e ligadura cecal; sal: salina; met: metirapona; dex: dexametasona.

Fonte: Da autora.

5.6 PORCENTAGEM DE CELULAS INFLAMATORIAS NO TECIDO PULMONAR
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A porcentagem de células neutrofilicas (Neut) e mononucleares (MN) no tecido
pulmonar, em 6 e 24 horas apds a cirurgia estdo mostradas na Tabela 3. O grupo CLP sal
mostrou aumento da porcentagem de MN (F,20) = 12,37) em 6 horas, comparado ao Naive (P
< 0,001) e ao Sham (P < 0,001), e de Neut (Fs420= 11,88) e MN (F420 = 13,71) em 24 horas,
comparado ao Naive (P < 0,01; P < 0,001, respectivamente) e ao Sham (P < 0,001). O grupo
CLP met mostrou aumento da porcentagem de Neut e MN em 24 horas comparados ao Naive
(P <0,05; P < 0,001, respectivamente) e Sham (P <0,01; P < 0,001, respectivamente). O CLP
dex mostrou significante diminuicdo das fracdes de Neut e MN quando comparados ao CLP sal

(P <0,01) e CLP met (P <0,01; P < 0,05, respectivamente).

Tabela 3- Porcentagem de neutréfilos (Neut) e de células mononucleares (MN) no tecido pulmonar. Todos os
valores foram avaliados em 10 campos randomizados e ndo coincidentes por rato. Valores
expressos em média + SEM. 6 e 24 horas apds a cirurgia. *P < 0,05, #P < 0,01 e #P < 0,001
comparado ao grupo Naive; P < 0,01 e "™"P < 0,001 comparado ao grupo Sham; **P < 0,01 e ***P
< 0,001 comparado ao grupo CLP sal; 5P < 0,05 e %P < 0,01 comparado ao grupo CLP met. N = 5.
Naive: controle; Sham: controle cirtrgico; CLP: perfuracdo e ligadura cecal; sal: salina; met:
metirapona; dex: dexametasona.

6 horas 24 horas

Grupos

Neut (%0) MN (%) Neut (%) MN (%)
Naive 1,63+0,21 0,73+0,08 1,63+0,21 0,73+0,08
Sham 1,54+0,25 0,92+0,18 1,12 +0,15 0,77 +0,19
CLP sal 1,73+0,20 2,15+0,27## 4,81 + 0,999 2 40 + 0,27##
CLP met 2,24+0,30 0,63+0,05*** 4,23 + 0,26 2,63 + 0,35%#™
CLP dex 0,72+0,24% 0,77+0,22*** 1,28 £0,42% 1 39+0,23°

Fonte: Da autora.

5.7 ATIVIDADE DA MPO NO TECIDO PULMONAR

A atividade de MPO, um marcador de inflamacéo, em 6 e 24 horas € mostrada na Figura
17 A e B, respectivamente. A atividade de MPO, em 6 horas ap0s a cirurgia, ndo apresentou
diferenga estatistica entre os grupos. No entanto, em 24 horas, a atividade (Fs27 = 15,50)
aumentou significativamente nos grupos CLP sal e CLP met, em comparacdo ao Naive (P <
0,001) e Sham (P < 0,001). J& o grupo CLP dex mostrou valores de MPO similar aos grupos
Naive e Sham, mas demonstrou reducdo da atividade em comparagéo aos grupos CLP sal (P <
0,001) e CLP met (P <0,01).
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Figural7— Representacdo gréafica da atividade da mieloperoxidase (MPO) no tecido pulmonar. Os valores
sdo expressos em média + SEM. (A) 6 e (B) 24 horas ap0és a cirurgia. ##P < 0,001 comparado ao
grupo Naive; ™"P < 0,001 comparado ao grupo Sham; ***P < 0,001 comparado ao grupo CLP sal
e %P < 0,01 comparado ao grupo CLP met. N = 8. Naive: controle; Sham: controle cirrgico;
CLP: perfuracéo e ligadura cecal; sal: salina; met: metirapona; dex: dexametasona.

Fonte: Da autora.

5.8 NIVEIS DE H,0, NO TECIDO PULMONAR

Os niveis de H202, um indicador de estresse oxidativo, em 6 e 24 horas s&o mostrados
na Figura 18 A e B, respectivamente. Em 6 horas ap0s a cirurgia ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos. Em 24 horas, os niveis de H202 (Fs27 = 55,42) foram elevados no CLP sal e
CLP met, comparado ao Naive (P < 0,01; P < 0,001, respectivamente) e ao Sham (P < 0,001).

O grupo CLP met apresentou valores de H.O> maiores significativamente que todos 0s outros
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grupos (P < 0,001). Os valores de H20, do CLP dex foram similares ao Naive e ao Sham,
evidenciando uma reducdo significativa dos niveis quando comparacdo ao CLP sal (P < 0,05)
e CLP met (P < 0,001).

(A)

(B)
4001
et

4™ 300

##***

N

o

o
1

H,0, (umol.g

[N

o

o
1

Naive  Sham sal met dex
CLP

Figura 18 - Representacdo grafica dos niveis de peroxido de hidrogénio (H.0,) no tecido pulmonar. Os
valores séo expressos em média + SEM. (A) 6 e (B) 24 horas ap6s a cirurgia. #P < 0,01 e #P <
0,001 comparado ao grupo Naive; P < 0,001 comparado ao grupo Sham; *P < 0,05 e ***P <
0,001 comparado ao grupo CLP sal e %P < 0,001 comparado ao grupo CLP met. N = 8. Naive:
controle; Sham: controle cirdrgico; CLP: perfuracdo e ligadura cecal; sal: salina; met: metirapona;
dex: dexametasona.
Fonte: Da autora.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, os parametros avaliados nos animais em 6 horas ap6s a indugéo da
sepse ndo demonstraram caracteristicas patofisiologicas da LPA. O aumento nos niveis de CCT
observado no grupo CLP sal, neste periodo, foi uma resposta decorrente da instalacao da sepse.
Apbs 24 horas, observamos no grupo CLP sal aumento da inflamagdo pulmonar e maior area
de colapso alveolar, acompanhado de disfuncdo da mecanica respiratoria, refletindo a LPA,
quando comparados ao Naive e ao Sham. Esses dados também foram observados no grupo CLP
met. Todavia, a dose prévia do inibidor de GC (met) reduziu os niveis de CCT e aumentou
drasticamente o estresse oxidativo pulmonar. Quando observamos os ratos submetidos a sepse
que receberam Unica dose prévia de agonista de GC (dex), em 24 horas, observou-se reducédo
nos niveis de CCT e houve um efeito benéfico de protecdo pulmonar, da inflamacdo e do
estresse oxidativo pulmonar. Alem disso, houve prevencéo do colapso alveolar e melhora nos
parametros de mecanica respiratoria, comparado ao CLP sal.

H& muitas controvérsias a respeito da protecdo pulmonar mediada pelos niveis de GC
enddgenos na LPA, uma vez que os GC enddgenos ndo sdo sempre efetivos em suprimir a
inflamacéo sistémica, devido ao grau de cortisolemia ser frequentemente correlacionado com a
severidade da sindrome e a taxa de mortalidade (MEDURI et al., 2005; LIU et al., 1993;
ANNANE et al., 2000; MESOTEN; VANHOREBEEK; VAN DEN BERGHE, 2008;
THOMPSON, 2010). No presente estudo, os ratos do grupo CLP sal, comparado aos grupos
Naive e ao Sham, em 6 e 24 horas, mostraram exacerbada atividade da adrenal pelo aumento
dos niveis de CCT, estando associado ao aumento da inflamacao pulmonar em 24 horas ap6s a
instalagdo da sepse. Durante a inflamagé&o sistémica 0 TNF-a ¢ IL-1 estimula o eixo HHA para
limitar a resposta inflamatoria. A ativacdo do eixo HHA é um importante componente da
resposta anti-inflamat6ria compensatdria na doenca critica, uma vez que os GC exercem seus
efeitos por se ligarem a GR e modularem negativamente a taxa de transcricdo do NF-«p que, e
consequentemente diminuir a producdo de citocinas pro-inflamatérias (NEWTON, 2000).
Contudo, altos niveis de cortisol sdo geralmente vistos em pacientes que ndo sobrevivem a
doenca (SANDBERG et al., 1956). O cortisol secretado rapidamente penetra as células e exerce
seus efeitos anti-inflamatorios por ativar GRa. (MEDURI et al., 2005). Nosso estudo porém
demonstrou que ndo houve alteracéo significativa na imunorreatividade total do GR no tecido
pulmonar dos ratos CLP sal, em 24 horas, considerando-se tanto as fragdes citoplasméatica como

nuclear do receptor, em relacdo aos grupos Naive e Sham. Contudo, o trabalho de Liu e
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colaboradores (1993), em modelo de LPA induzida por LPS em ovelhas, mostrou que a
afinidade maxima de ligacdo ao GR se relacionou de maneira inversa aos niveis circulantes de
cortisol e a atividade da PLA2, os quais se encontram aumentados até 6 horas apds a
administracdo de LPS. Desta forma, esses achados indicam que a reducédo das ac¢des do cortisol
causada pela diminuicdo da capacidade de sua ligagdo ao GR pode acelerar a resposta
patoldgica na LPA. Embora ndo tenhamos avaliado a dindmica de ligacdo do GR pulmonar em
nosso estudo, ndo podemos excluir a possibilidade de que tenha ocorrido uma diminuicdo da
sensibilidade do GR a CCT sem que houvesse mudancas detectaveis na imunorreatividade total
ao receptor. A diminuic&o da sensibilidade ou 0 mecanismo de resisténcia do GR aos GC advém
de diversos fatores moduladores, tais como a concentragdo do horménio livre, a poténcia
relativa do hormonio, a habilidade da célula em receber e traduzir o sinal hormonal e a
densidade intracelular de GR, que € um dos principais determinantes da responsividade aos GC.
Os principais moduladores sdo os proprios GC, que promovem uma reducao na concentracao
de GR, conhecido como processo de down-regulation homoélogo (DONG et al., 1988). Este
processo diminui a sensibilidade, oferecendo protecdo parcial aos efeitos excessivos dos GC
(BELLINGHAM; SAR; CIDLOWSKI, 1992). Além disso, o estudo in vitro de Almawi et al.
(1991) mostrou que as citocinas podem induzir, em dose dependente, resisténcia aos GC por
reduzir tanto a afinidade de ligacdo ao GRa quanto de elementos responsivos aos GC. Na sepse
e na SDRA, o efeito do cortisol no tecido alvo pode ser quebrado, pelo menos em parte, como
resultado da diminuicdo da atividade mediada pelo GR, levando a ndo inibicdo do NF-«f3 nas
células imunes, ocorrendo uma disfuncdo da regulacao da inflamacédo sistémica (MEDURI et
al., 2005). Em nosso trabalho, a falha dos altos niveis de CCT em suprimir a inflamagéo no
CLP sal também é demonstrada pelo aumentou da porcentagem de células inflamatorias, da
atividade de MPO e do estresse oxidativo no tecido pulmonar, com consequente aumento da
area de colapso alveolar e disfuncdo da mecanica respiratoria, comparados aos Sham e Naive.
Como a resisténcia aos GC é mais frequente em pacientes com inflamacdao sustentada, nao fica
claro em nosso estudo se 0 GR esté insensivel ao CCT enddgeno ou se a capacidade anti-
inflamatdria dos GC end6genos € de baixa poténcia para uma exacerbada inflamacéo e estresse
oxidativo pulmonar na SDRA induzida por CLP.

Em contrapartida aos mecanismos discutidos acima, a deficiéncia no eixo HHA pode
tambem permitir um desequilibrio ou uma continua inflamacdo, além da instabilidade
cardiovascular, da perda da integridade vascular e a possibilidade de inflamagéo persistente das
vias aéreas, levando a uma exuberante resposta fibroproliferativa nos pulmdes injuriados
(MACLAREN; JUNG, 2002). Assim, a reduzida producéo de cortisol e a entrega reduzida do
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cortisol aos tecidos, além da resisténcia tecidual ao cortisol podem todos permitir uma
desbalanceada inflamacéo sistémica. Na SDRA a continua inflamagdo é manifestada por
persisténcia de neutrdfilos e citocinas no espaco aéreo em associagdo com pobre progndstico
(STEINBERG et al., 1998). No presente estudo, os animais dos grupos CLP met e CLP dex
tiveram niveis basais de CCT em 6 e 24 horas, mostrando que as doses utilizadas de met e dex
foram eficientes em bloquear a sintese e 0 eixo HHA, respectivamente naqueles animais. Mas,
neste &mbito, a met aumentou significativamente a mortalidade dos animais, comparado ao
Naive, com risco de morte nove vezes maior e exacerbou a inflamacdo pulmonar. A prévia
administragdo de met, por sua vez, aumentou a imunorreatividade nuclear do GR, fatos
associados a uma néo prevencao do processo inflamatorio tecidual. Por analogia ao mecanismo
proposto por Liu e colaboradores (1993), podemos especular que os niveis baixos de CCT
circulante nos animais tratados com met podem ter favorecido um aumento da sensibilidade ao
GR e, consequentemente, um aumento de sua translocacdo para o nucleo. De fato, foi
demonstrado que a administracdo de met conjuntamente com mifepristona, em um modelo de
trauma, aumenta a imunorreatividade nuclear do GR ap0s 24 horas em neur6nios, sem melhoria
nos parametros funcionais estudados (TAHERA et al., 2006). Além disso, foi descrito que as
citocinas liberadas durante estados inflamatorios sdo capazes de aumentar a expressao de GRf3
(LEUNG et al., 1997). Assim, acreditamos que os baixos niveis circulantes de CCT e a
consequente reducgéo da oferta de CCT aos tecidos, nos animais tratados com met, possam ter
inibido a acdo anti-inflamatdria do GC end6geno na LPA, e ainda podem ter favorecido a piora
do progndstico e o aumento do risco de morte. Também ndo descartamos a possibilidade de
ativacdo de GRp no tecido pulmonar desses animais. O mecanismo dominante negativo do GRf3
é induzido pela formacdo de heterodimeros GRo/GRf, incapazes de se ligarem aos co-
ativadores, ao mesmo tempo em que reduzem a formacéo do homodimero GRa/GRa, causando
assim uma resposta atenuada de GRa (DE CASTRO et al., 1996). Estudos que utilizaram a
transfeccdo celular indicam a necessidade de um excesso de GRf3, em concentrag¢des cinco a
dez vezes superiores ao GRa, para exercer uma completa inibicdo da transcricdo (OAKLEY et
al., 1997).

Estudos sugerem que o estresse oxidativo pode ser um indicador da inflamagéo
pulmonar, uma vez que esta condig@o e usualmente caracterizada por extensiva infiltracdo de
neutrofilos, e a ativacéo neutrofilica representa uma importante fonte de ERO (REPINE; BAST;
LANKHRST, 1997). O estresse oxidativo tem um papel importante na patogénese da doenca
pulmonar, ndo sé por promover insultos diretos, como também por envolver mecanismos

moleculares que controlam a inflamagéo pulmonar, como a inativagéo de anti-proteases, injdria
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do epitélio alveolar e aumento do gene de expressao de mediadores pré-inflamatérios (SELBY
et al., 1991). Por exemplo, o H>O> pode induzir a ativacdo de NF-xf3 (SCHMIDT et al., 1995).
Estes processos podem resultar em diminui¢do das unidades funcionais pulmonares vista na
SDRA e podem contribuir para a severidade da LPA (OZDULGER et al., 2003). Sendo um
inibidor da enzima final da via de sintese de CCT, como j& descrito, a administracdo previa de
met diminuiu os niveis plasmaticos de CCT e também aumentou drasticamente o estresse
oxidativo pulmonar, como demostrado pelos altos niveis de H.O2, comparado ao CLP sal, em
24 horas ap6s a inducdo da sepse (SOSENKO; LEWIS; FRANK, 1986; ROOZENDAL,
BOHUS; MCGAUGH, 1996). Nossos resultados mostram que a diminuigdo do sistema
antioxidante promovido pela met pode ter sido influenciado pelos niveis basais de GC
enddgenos, uma vez que, no trabalho de Sosenko et al. (1986), ratos recém-nascidos que
receberam met apresentam niveis basais de CCT associado ao retardo no desenvolvimento do
sistema surfactante, demostrado pela diminui¢do dos componentes do surfactante e do sistema
antioxidante, por meio da diminuicdo da atividade das enzimas superdxido dismutase, catalase
e glutationa peroxidase no tecido pulmonar, mostrando que o desenvolvimento desses sistemas
é dependente dos niveis de GC endbgenos.

Os ratos do grupo CLP met também mostraram aumento da atividade de MPO e da
porcentagem de células neutrofilicas no pulmé&o, similar aos do CLP sal, em 24 horas apés a
inducgéo da sepse. O trabalho de Cuzzocrea et al. (2001) mostra aumento da atividade de MPO
pelo acumulo neutrofilico pulmonar ap6s injecdo pleural de carragenina. Fato também
associado ao aumento da peroxidacdo lipidica. Xiao et al. (2012) também observaram aumento
da atividade de MPO nos pulmdes de ratos apds exposicao ao CLP. A neutrofilia é a chave de
desordens pulmonares como a SDRA (WEILAND et al., 1986). A MPO oriunda dos neutréfilos
correlaciona-se com a inflamacéo pulmonar e com o grau de disfuncdo pulmonar (AARON et
al., 2001). A MPO tem sido descrita como uma proteina com propriedades pré-inflamatorias,
independentes de sua atividade enzimética (LAU et al., 2005). O trabalho de Haegens et al.
(2009) sugere que a MPO, além de ter um papel importante no desenvolvimento da neutrofilia,
contribui para a producéo de citocinas que podem governar o processo inflamatério pulmonar.

Foi demonstrado que, em modelo de inflamagdo em ratos, a administracdo da met, na
presenca de inflamacdo, foi capaz de aumentar os niveis de RNAm de citocinas pro-
inflamatdrias, como TNF-a, IL-1 e IL-6, independente dos niveis plasmaticos de CCT,
sugerindo que este efeito pode ser proprio da met e ndo por blogueio dos GC endbgenos
(PERUZZO et al., 2010). Assim, em nosso estudo, como o processo inflamatério pulmonar no

grupo CLP met foi similar ao CLP sal, com diferencas nos niveis de CCT entre 0s grupos, mas
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levando em conta que nos dois grupos ndo havia uma agdo adequada de GC enddgenos,
podemos dizer que o aumento da atividade de MPO e das células inflamatdrias no pulmé&o
podem ter sido influenciadas negativamente pela falta dos efeitos anti-inflamatérios dos GC
enddgenos.

Conhecimentos prévios mostram que animais com LPA apresentam mudancas na
mecanica respiratoria, incluindo aumento de Raw. Todavia, em nosso estudo, essa mudanca néo
foi observada nos grupos septicos estudados, em concordancia com o trabalho de Castiello e
colaboradores (1994), no qual a administracdo de 80% da dose letal de endotoxina em ratos ndo
promoveu alteracdes na Raw. Contrariamente, Campos e colaboradores (2012) verificaram
aumento de Raw em ratos sépticos induzidos por CLP, mas ventilados com Vt de 8 ml.kg?,
maior que o do presente trabalho e, com permanéncia prolongada no ventilador mecéanico (de
30 minutos a 2 horas). Gomes e colaboradores (2000), reportam gque a Raw pode ser constante
em animais com pulmdes saudaveis ou levemente constritos.

E importante ressaltar, que em nosso estudo, utilizamos Vt de 6 ml.kg™*, considerado
um Vt protetor. Tem-se mostrado que altos Vt podem exacerbar alteracbes estruturais e
funcionais do pulmao, além de poder liberar mediadores inflamatérios que translocam-se para
a circulacdo sisttmica, aumentam a permeabilidade epitelial, contribuindo para a ocorréncia de
DMO em pacientes com SDRA/LPA (TREMBLAY et al., 1997; SLUTSKY; TREMBLAY,
1998). Esta hipdtese foi fortalecida pelo estudo The Ards Network (2000), o qual demonstram
que baixos Vt protegem os pulmdes do excessivo estiramento, resultando em melhora de muitos
parametros clinicos do paciente com SDRA/LPA.

Rocco e colaboradores (2001) descrevem gque as mudangas no comportamento mecanico
ocorrem mesmo quando o parénquima pulmonar esta levemente anormal (com membranas
alveolares espessas e aumento da celularidade), sugerindo que a disfuncdo da mecanica tem
papel importante na patofisiologia da LPA. A taxa de Gtis/Htis, a qual é conhecida por 1, tem
sido mostrada aumentada nas heterogeneidades regionais desenvolvidas no pulméo (BATES,
ALLEN, 2006). O aumento de n pode indicar deteriorizagdo pulmonar difusa (BATES,
ALLEN, 2006). Em um estudo de Dixon; De Smet; Bersten (2009) no qual administrou LPS
intratraqueal em ratos, ao analisar os parametros de mecanica respiratoria, verificou aumento
de Gtis em cerca de 25% e aumento de 1 em comparacao ao controle, também sem mudancas
em Raw. Essas alteraces foram acompanhadas da disfungé@o do surfactante e da deteriorizacao
na oxigenagao do animal. Alteragcdes em Gtis e ) também foram observadas nos nossos animais
dos grupos CLP met e CLP sal. O aumento em Gtis para os grupos CLP sal e CLP met foram

cerca de 30% e 40%, respectivamente, em relacdo ao Naive. Esses achados foram atribuidos as
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alteragBes histoldgicas pulmonares, jA que esses animais exibiram maior &rea de colapso
alveolar. Esses dados confirmam que hé altera¢cGes na mecanica respiratoria quando na LPA e
que a mecanica pulmonar foi significativamente afetada pela sepse. Nossos achados também
sugerem que, os GC endogenos na LPA induzida por CLP podem ter papel importante na
protecdo pulmonar durante a sepse, neste protocolo de 24 horas, uma vez que, embora 0s niveis
de GC enddgenos encontrados nos grupos CLP sal e CLP met fossem diferentes para alteraces
similares da mecanica respiratoria, os dois grupos ndo demonstraram uma adequada acéo anti-
inflamatdéria dos GC endogenos. Corroborando com nossos resultados, o trabalho de
Middelveld e colaboradores (1999), em modelo de infusdo de LPS em suinos, mostrou que apds
4 horas de infusdo, a administracdo prévia de met promoveu piora da mecéanica respiratoria,
visto pelas alteracBes na complacéncia, sugerindo que o cortisol endégeno tem um papel
importante na protecdo do pulméo durante o choque séptico e gque, se a resposta ao cortisol
enddgeno é prevenida, os efeitos da endotoxina na mecanica pulmonar podem ser mais severas.
IntervencOes terapéuticas tem sido procuradas para melhorar e/ou prevenir a injuria
pulmonar observada em pacientes com SDRA/LPA, com o objetivo de aumentar a
sobrevivéncia. O uso de GC exdgeno € uma terapia farmacologica que tem demonstrado
diminuir a mortalidade em pacientes com SDRA/LPA, independente de sua causa (MARIK et
al., 2011). A dexametasona foi o0 GC escolhido, em nosso trabalho, devido sua poténcia e a
longa agdo, e devido seu grande efeito anti-inflamatério e menor efeito mineralocorticoide. Em
comparacdo com a hidrocortisona, a dex ndo causa mudancas na reabsorcdo de sodio e nao
interfere com o balanco de agua, evitando a ocorréncia de hipervolemia e distarbios do sédio
que poderia interferir na ocorréncia de edema pulmonar (SCHIMMER; PARKER, 1996). Além
disso, a dose escolhida é considerada baixa, ja que inimeros trabalhos utilizam até 5 mg.kg™
como sendo baixa dose de dex em animais (XINMIN et al., 2006; WANG et al., 2008; LI;
WHITEMAN; MOORE, 2009). Inimeros estudos mostram que baixas doses de GC reduzem
mediadores inflamatérios e a necessidade de ventilacdo mecanica na SDRA/LPA (ANNANE,
2007; ROCCOcetal., 2003; MEDURI et al., 2007). Altas doses de GC estdo associados a efeitos
adversos como imunodepresséo e alta mortalidade (KEH; GOODMAN; SPRUNG, 2004).
Assim, se a secrecdo inadequada de CCT falha em suprimir a inflamacdo, a
administracdo hormonal poderia promover uma funcao anti-inflamatoria dos GC, por diminuir
a producdo de citocinas, a atividade do eixo HHA mediada pelas citocinas e a disfuncdo dos
orgdos também mediada pelas citocinas (MEDURI, 1999). A habilidade da ativagdo do GR
pelo GC e de promover diminui¢do da inflamacdo sistémica e restaurar a homeostase do tecido

pode ser significativamente melhorada pelos GC exdgenos (MEDURI, 2002). Em nosso estudo,
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a administracdo prévia de dex ndao modificou significativamente a imunorreatividade total e
citoplasmatica ao GR, porém aumentou sua fragdo nuclear em comparagdo ao grupo Sham,
associada a melhora da inflamacdo pulmonar. De fato, Wang e colaboradores (2008)
demonstraram que, em tecido pulmonar de ratos, a administracdo de baixas doses de dex na
LPA induzida por LPS promoveu reducdo da inflamacéo e da fibrose, além de aumentar a
expressdo do RNA mensageiro para GR e aumentar a translocacdo da proteina madura para o
nucleo. Acredita-se que este efeito seja intermediado pela ativa¢do predominante de GRa pela
dex, com a consequente inibicao da cascata inflamatoria e da via mediada pelo NF-«f3, uma vez
que estes animais apresentaram melhora nos parametros funcionais investigados. Também foi
descrito por Meduri e colaboradores (2009) que a terapia de baixas doses de GC pode promove
down regulation da transcricdo das citocinas inflamatorias a nivel celular por down regulation
da transcricdo de NF-«xf mediada pelo aumento da ativagdo de GR a.

Os efeitos da administracdo de dex sdo repetidamente demonstrados. Estudos com
pacientes com SDRA/LPA demonstram que baixas doses de dex reduzem os mediadores
inflamatdrios e a necessidade de ventilacdo mecanica (ANNANE, 2007; MEDURI et al., 2007).
Outros estudos utilizando modelos animais de LPA mostram que os GC administrados
simultaneamente ou previamente ao insulto experimental, diminuem a morbidade a mortalidade
(FERNANDES; ZIN WAN; ROCCO, 2005). De fato, no presente estudo, os animais que
receberam previas doses de dex apresentaram efeitos benéficos quanto a prevencdo da
inflamacao, vistos pela reducéo da porcentagem de células inflamatorias e da atividade de MPO
no tecido pulmonar. Em concordancia esta o trabalho de Xinmin e colaboradores (2006), no
qual utilizando um modelo de LPA induzida por instilacdo intratraqueal de dgua do mar, em
coelhos previamente tratados com dex, verificou que a dex marcadamente inibiu a infiltracdo
de neutréfilos e consequentemente pode inibir a atividade de MPO no tecido pulmonar. Além
disso, os autores reportam que a dex pode ter inibido a ativacdo de macréfagos alveolares. Sun
e colaboradores (2009) também observou que a previa administracdo de dex evitou o aumento
da atividade de MPO e o influxo de neutrdfilos para o tecido pulmonar, quando trabalhou com
modelo de LPA causado isquemia-reperfusdo em ratos. O trabalho de Wang (2008), no qual
administrou baixas doses de dex por trés dias em ratos com LPA induzido por LPS também
verificou diminuicdo da inflamacdo e da fibrose pulmonar. Seus achados foram acreditados
ocorrer pelo efeito da dex em inibir a fosforilacéo e a degradacéo proteolitica de Ik, prevenindo
a liberacdo e a translocagdo nuclear de NF-kf, ndo ocorrendo a produgdo de citocinas

inflamatdrias, evitando dano e preservando as células do epitélio alveolar.
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A prevencéo do colapso alveolar e dos pardmetros fisioldgicos da mecénica respiratoria
visto no presente estudo, nos animais CLP dex, também foram observados no estudo de Rocco
e colaboradores (2003), no qual baixas doses de GC administradas em ratos, na fase precoce de
LPA, induzida por paraquat, promoveu inalteracdo dos parametros de mecanica em um
parénquima pulmonar levemente alterado, por suas propriedades anti-inflamatorias (bloqueio
de NF-«p e a expressao de genes pro-inflamatorios e a transcricdo de muitas citocinas relevantes
na SDRA/LPA) e minimizou as propriedades visco-elasticas na lesdo severa, uma vez que 0s
GC agem no processo de remodelamento, reduzindo o deposito de fibras de colageno. Além
disso, o trabalho de Nin et al. (2009) mostra que ratos sépticos induzidos por CLP e ventilados
com alto Vt demonstraram prevencdo das mudancas ventilatorias e cardiovasculares
promovidas pela administracdo de dex.

A prévia administracdo de dex, em nosso estudo, mostrou uma significativa diminuicéo
da mortalidade, devido a prevencao da inflamacéo e das consequentes lesdes promovidas pela
sepse no tecido pulmonar. O estudo de Cicarelli e colaboradores (2006 e 2007), no qual tratou
pacientes com SDRA/LPA na fase exsudativa com baixas doses de dex observou melhora na
taxa de PaO./FiO, e maior sobrevida. Sugere-se que essa melhora seja devido as ac¢Ges anti-
inflamatorias da dex em promover maior integridade da barreira epitelial em relacdo a resolucéo

do edema e assim promover maior sobrevivéncia dos pacientes.
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7 CONCLUSAO

O pré-tratamento com o inibidor (met) e com o agonista (dex) de GC, em 24 horas, alteraram

o0s niveis plasméticos de CCT, a imunorreatividade para GR e os parametros morfofuncionais,

inflamatdrios e oxidativos pulmonares avaliados no presente estudo, podendo concluir-se que:

a)

b)

d)

o0s niveis plasméticos elevados de CCT, observados nos animais sépticos, e 0s niveis
basais, observados nos animais tratados previamente com met, ndo foram capazes de
prevenir as alteracbes morfofuncionais e inflamatérias da LPA. No entanto, o0s
resultados ndo descartam a influéncia dos GC enddgenos no desenvolvimento da
sindrome;

0s animais sépticos, com niveis plasmaticos elevados de CCT, apresentaram resisténcia
do GR. Os animais sépticos, com niveis plasmaticos basais de CCT, tratados
previamente com met, apresentaram aumento da sensibilidade do GR. Porém, sem
protecdo contra a LPA devido a reduzida oferta de CCT aos tecidos alvos ou pela
ativa¢do de GRp. Os animais sépticos, com niveis basais de CCT, tratados previamente
com dex, tiveram prevencdo da LPA, sugerindo maior atuacdo do GC exdgeno em
GRa. Esses resultados sugerem que a imunorreatividade do GR no tecido pulmonar foi
influenciada pelos niveis plasméticos de CCT na condicao de sepse;

0 aumento em Gtis e n observado nos animais sépticos, com exce¢do dos tratados
previamente com dex, mostra que a funcéo pulmonar foi afetada pela condi¢édo de sepse
como consequéncia das alteracdes morfoldgicas e estruturais do pulméo;

0 aumento da porcentagem de células inflamatérias pulmonares e 0 aumento da fracdo
de area alveolar colapsada observados nos animais sépticos, com exce¢do dos tratados
previamente com dex, mostram que a sepse foi capaz de aumentar o influxo de células
inflamatdrias no pulmao e, como consequéncia, promover colapso alveolar, induzindo
LPA. A dex, por suas propriedades anti-inflamatdrias, foi capaz de prevenir a migracéo
neutrofilica e o consequente dano alveolar;

0 aumento da atividade de MPO no tecido pulmonar, observado nos animais septicos,
com excecéo dos tratados previamente com dex, correlacionou-se com o aumento dos
neutréfilos pulmonares promovido pela sepse, indicando inflamacdo pulmonar,

favorecendo a instalacéo da LPA,;



72

f)  oaumento dos niveis de H20> no tecido pulmonar, ocorrido pela administragdo prévia
de met, pode ter sido influenciado por niveis basais de CCT, por inibi¢éo do sistema
antioxidante ou por efeito oxidativo direto da met. A administracdo prévia de dex
preveniu o aumento dos niveis de H20. pulmonar possivelmente por inibi¢do da
expressdo de moléculas de adesdo no endotélio vascular pulmonar, prevenindo a

migracdo neutrofilica.

Parte desse trabalho resultou da publicagdo de um artigo cientifico em revista internacional

indexada, em anexo.

INCERPI, E. K, OLIVEIRA, L. M, PEREIRA, E. M, SONCINI, R. Inhibition of endogenous
glucocorticoid synthesis aggravates lung injury triggered by septic shock in rats. Int J Exp
Pathol, 2015. doi: 10.1111/iep.12113.
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SUMMARY

The aim of this study was to determine the effects of previous administration of me-
tyrapone (met) on the acute lung injury (ALI) induced by caecal ligation and punc-
ture (CLP) and to explore met’s relationship with endogenous glucocorticoids (GCs)
as measured by inflammatory, oxidative and functional parameters. One hundred
and thirty-five Wistar rats were divided into three main groups: Control (Naive),
Sham and CLP. The animals received pretreatment one hour before surgery. The
Naive group did not undergo any procedure or pretreatment. The Sham group only
had the caecum exposed and was pretreated with saline. The CLP group was divided
into three pretreatments: metyrapone (CLP met 50 mg/kg i.p.), dexamethasone (CLP
dex 0.5 mg/kg i.p.) or saline (CLP sal equivalent volume of 0.9% NaCl). Analyses
were performed after 6 and 24 h of sepsis. Previous administration of met signifi-
cantly increased inflammatory cells, as well as myeloperoxidase (MPO) activity in
the lung tissue and alveolar collapsed area, with consequent impairment of respira-
tory mechanics being observed compared to Sham and Naive; CLP sal exhibited sim-
ilar results to those of met. The met reduced corticosterone (CCT) levels and
dramatically increased hydrogen peroxide (H,O5) levels in the lung tissue compared
to CLP sal. Our results suggest that previous administration of met may have con-
tributed to increased pulmonary oxidative stress and increased mortality by mecha-
nisms dependent of endogenous GC.

Keywords
acute lung injury/acute respiratory distress syndrome, glucocorticoids, metyrapone,
sepsis

Acute lung injury (ALI) and acute respiratory distress syn-
drome (ARDS) are defined as a syndrome of acute respira-
tory insufficiency. The ARDS is considered a more severe
manifestation of the disease with a more severe degree of
hypoxaemia (Murray et al. 1988; Bernard er al. 1994). ALI/
ARDS is an inflammation syndrome associated with a
collection of clinical, radiological and physiological
abnormalities (Bernard et al. 1994) characterized by rapid-
onset respiratory failure following a wvariety of direct
(pulmonary) and indirect (extrapulmonary) insults to the
parenchyma or vasculature of the lungs respectively (Ragha-
vendran & Napolitano 2011). Alveolar epithelium and pul-
monary capillary endothelium are destroyed by activated
neutrophils and macrophages, which release inflammatory
mediators, such as cytokine tumour necrosis factor (TNF-a),

© 2015 The Authors.

interleukins (ILs) and oxygen metabolites (Puneet ef al.
2005). Sepsis is one of the primary risk factors for ALI/
ARDS (Hudson et al. 1995). Patients with sepsis-induced
ALI had greater illness severity and organ dysfunction (Sev-
ransky et al. 2009). Despite extensive investigation over
many years, the impact of ARDS is still a problem for the
public and healthcare administrations. Glucocorticoids (GC)
have been proposed as a treatment for ALI/ARDS (Annane
2007; Meduri et al. 2008) because of their anti-inflamma-
tory properties (Rhen & Cidlowski 2005; Marik et al.
2011). However, the results have
(Mesotten et al. 2008; Peter et al. 2008).
Metyrapone (met), an 11-beta steroid hydroxylation
inhibitor, is a powerful and selective inhibitor of GC synthe-
sis in animals and humans (Roozendal et al. 1996). This

been controversial
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agent affects the conversion of deoxycorticosterone, the cor-
ticosterone (CCT) precursor, in the rat adrenal cortex and
prevents the synthesis and subsequent release of CCT, which
is the predominant GC in the bloodstream (Breivik et al.
2000). There is concern that a reduction in tissue-generated
cortisol by met might decrease feedback to the hypotha-
lamic—pituitary—adrenal (HPA) axis, resulting in an upregu-
lation of cortisol production (Maric & Adzic 2013). The
effects of met on surfactant, oxidative stress (Sosenko et al.
1986) and pro-inflammatory cytokines (Peruzzo et al. 2010)
have been analysed. Current studies have indicated the
potential of met to block deleterious effects on the lung
(Baitharu et al. 2012; Paek et al. 2014) through neuropro-
tective action (Baitharu et al. 2012).

Met has not been studied in an animal model of sepsis,
such as caecal ligation and puncture (CLP), to document the
effects on the lung injury that is known to be part of the
systemic sepsis. Met was used to demonstrate the effects of
endogenous GC in the pathogenesis of lung injury. There-
fore, we examined the consequences of ALI and investigated
previous doses of the GC synthesis inhibitor (met) on the
interaction between CCT levels, inflammation (cells and
MPO activity), oxidative stress (H,O, levels), alveolar mor-
phology and lung function in a relevant model of sepsis.

Materials and methods

Animals

One hundred and thirty-five adult male rats (Wistar,
250 4+ 50 g) were housed in a 12-h daylight cycle and fed
with standard chow and water ad libitum in the animal care
facility of the Laboratory of Physiology, Federal University
of Alfenas. The experiments were conducted in accordance
with the Declaration of Helsinki for the welfare of experi-
mental animals, and the Ethics Committee of the Federal
University of Alfenas approved the experimental methods
(protocol number 341/11).

Experimental outline

First, rats were randomized into three main groups: CLP,
Sham and Control (Naive). One hour before CLP surgery,
the CLP group was divided into subgroups, which received
metyrapone (CLP met, 50 mg/kg, i.p.; Sigma, St Louis, MO,
USA), dexamethasone (CLP dex; 0.5 mg/kg, i.p.; Merck,
Sharp & Dohme, Brazil) or an equivalent volume of saline
intraperitoneally (CLP sal; 0.9% NaCl). The Naive group
did not undergo surgery or receive any drugs. The Sham
group received an equivalent volume of saline intraperitone-
ally (Sham; 0.9% NaCl). To prepare for surgical procedures,
animals were anesthetized with tribromoethanol (TBE)
250 mg/kg. A laparotomy was performed (1 cm longitudinal
incision, lower abdomen), and the caecum was exteriorized
and ligated just distally to the ileocaecal valve to avoid any
intestinal obstruction and subsequently punctured with a
19-gauge needle. A small amount of the bowel contents

were then extruded through the puncture site. The caecum
was subsequently replaced into the peritoneal cavity, and
the incision was closed with surgical staples. In Sham ani-
mals, the caecum was only exteriorized before being
returned and closing the abdomen. Fluid resuscitation was
with sterile saline (100 mg/kg i.p.). Animals were recovered
from anaesthesia in a warm environment and were moni-
tored for 6 or 24 h until the beginning of experimental
procedures, which were as follows: blood and tissues sam-
ples for biochemical measures (N = 8 per group), respiratory
mechanical and tissue samples for histological procedures
(N = 5-7 per group).

Corticosterone

Early-morning baseline samples of blood for hormone mea-
surements were collected in Eppendorf tubes containing 20 pl
of 0.05 M EDTA. Blood was immediately placed on ice and
centrifuged, and the plasma was collected. The CCT level was
performed by radioimmunoassay using a standard and spe-
cific antibody (Sigma). Before performing the radioimmunoas-
say, plasma samples were placed into individual tubes, and
ethanol was added. The tubes were centrifuged for 15 min at
259 g under refrigeration (4°C), and the supernatants were
subsequently transferred to other tubes for lyophilization.
Dry material was stored at —20°C until the completion of
radioimmunoassay. The results are expressed in ng/ml.

Myeloperoxidase (MPO) activity

Lung samples weighing between 310 and 360 mg were
homogenized in buffer containing 50 mM potassium phos-
phate (pH 6.0). The mixture was centrifuged at 12,000 g
for 30 min, and the resulting pellet was resuspended in
phosphate buffer containing 5% wt/vol hexadecyltrimethyl
ammonium bromide (Sigma). The suspension was subjected
to three cycles of freezing and further disrupted by
sonication for 40 s. The sample was then centrifuged at
7,200 g for § min at 4°C, and the supernatants were used
for the MPO assay. The Amplex Red peroxidase assay kit
(Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, USA) was used
to determine MPO activity in the lung homogenates accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The absorbance of
each sample was measured using a microplate reader
equipped for excitation in the range of 560 nm (Synergy
H1, hybrid reader; BioTek; Winooski, VT, USA). The results
from lungs are expressed in mU/g.

Hydrogen peroxide (H,O,) measurement

Lung samples weighing between 190 and 230 mg were
homogenized in 140 mM/I NaCl, 10 mM/l potassium phos-
phate buffer and 5 mM/l dextrose (pH 7.0). The mixture
was centrifuged at 580 g for 10 min at 4°C, and the super-
natant was used for the H,O, assay. The Amplex Red
peroxide assay kit (Molecular Probes, Invitrogen) was used
to determine H,O, measured in the lung homogenates
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according to the manufacturer’s instructions. The absor-
bance of each sample was measured using a microplate
reader equipped for excitation in the range of 560 nm (Syn-
ergy H1, hybrid reader; Biotek). The results from lungs are
expressed in pM/g.

Respiratory mechanical

Rats (6 or 24 h after CLP, Sham surgery or Naive) were
anesthetized (xylazine 8 mg/kg, pentobarbital 40 mg/kg)
and received an analgesic (Tramal 30 mg/kg i.p.); next, a
tracheotomy tube was inserted, and ventilation was started
(tidal volume 6 ml/kg; positive end-expiratory pressure,
3.0 cm H,0; respiratory rate 110/min) with a computer-
controlled ventilator (SCIREQ, Flexivent, Montreal, QC,
Canada). The animals were paralysed with pancuronium
bromide (0.5 ml/kg, i.p.) and kept warm using a heating
pad. The respiratory system input impedance (Zrs) was mea-
sured by applying 3 s oscillatory volume perturbations to
the tracheal cannula that was connected to the airway open-
ing. By fitting the constant phase model to the obtained
data, the mechanical parameters airway resistance (R,,,), tis-
sue damping (Gtis), tissue elastance (Htis) and hysteresivity
(n) were estimated. This technique was specially designed to
measure the input Zrs of small animals (Gomes et al. 2000)
and has been described in detail previously (Hantos et al.
1992; Petdk et al. 1997). The experiments were conducted
with the chest wall preserved.

Histology

After mechanical ventilation, the trachea was clamped at
the end of expiration, heparin (1000 UI) was intravenously
injected into the vena cava, the aorta was cut (leading to
a massive haemorrhage and killing the animals quickly),
and the right lung was fixed in 10% paraformaldehyde
and embedded in paraffin. Slides were to cut to 4 pm
thickness and stained with haematoxylin—eosin. The lung
morphology was analysed in ten random areas in non-
coincident microscopic fields with an integrating eyepiece
on a coherent system made up of a 100 point grid consist-
ing of 50 lines of known length and coupled to a conven-
tional light microscope (Nikon, Tokyo, Japan). The
volume fractions of the collapsed and normal pulmonary
areas were determined using the point-counting technique
(Weibel & Gomez 1962) at a magnification of 200x.
Neutrophils, mononuclear cells (MN) and lung tissue were
evaluated at 1000x magnification. Points falling on
neutrophil and MN cells were counted and divided by the
total number of points falling on tissue area in each
microscopic field.

Statistical analysis

All data, except for mortality percentage, are expressed as
the mean =+ standard error of the mean (SEM). Statistical sig-
nificance was assessed by parametric methods using one-way
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analysis of variance followed by Tukey test (ANOvVA) in
GraphPad Prism (version 5.0; San Diego, CA, USA). The
analysis of mortality percentage was assessed by analysis and
adjustment of logistic regression models (binomial) using the
glm function of Statistical Computing System R 3.0.2
software (R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria). For each analysis, P < 0.05 was considered to be
statistically significant.

Results

Corticosterone plasma levels at 6 (F430 = 9.84) and 24 h
(F4,28 = 6.06) (Figure 1la and b respectively) show a signifi-
cantly elevated, nearly 2.5-fold increase in the CLP sal
group in comparison with the Naive (P < 0.001) and Sham
(P < 0.01) groups. CLP met and CLP dex groups are differ-
ent from CLP sal (P < 0.05; P < 0.001 respectively) at 6 h.
After 24 h, the CCT levels exhibited the same profile, except
for the CLP met group, which exhibited similar values to
the Naive and Sham groups.

The biochemical measurements of lung tissue at 6 h in the
CLP groups were not significantly different from the Naive
and Sham groups (data not shown). The values observed at
24 h (Figure 2a,b) for MPO activity (F4,7 = 15.50), a mar-
ker of inflammation, in the CLP sal and CLP met groups
showed a significant increase compared to the Naive
(P <0.001) and Sham (P < 0.001) groups. The MPO values

(a) 500 - Jp

400 T
E

300
E] +
O 2004 - BN
Q

-
100 -
0

(b) 509 -

400 -
E Hpx
B 3007 T
=
[CJ 200

++

© —— —I_

100 -

0
Naive  Sham sal met dex

CLP

Figure 1 Plasma levels of corticosterone (CCT) (a) 6 and (b)
24 h after surgery. Values are mean + SEM. #*P < 0.01 and
#HPp < 0.001 compared to Naive group; *P < 0.05 and

*%P < 0.01 compared to Sham group; P < 0.05, **P < 0.01
and ***P < 0.001 compared to CLP sal group. N = 8.
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Figure 2 (a) Myeloperoxidase (MPO) activity and (b) hydrogen
peroxide (H,O5) levels in lung tissue 24 h after surgery. Values
are mean + SEM. #P < 0.01 and P < 0.001 compared to
Naive group; ***P < 0.001 compared to Sham group; *P < 0.05
and ***P < 0.001 compared to CLP sal group; and **P < 0.01
and %P < 0.001 compared to CLP met group. N = 8.

of the CLP dex group were similar to the Naive and Sham
groups demonstrating a reduced activity in comparison with
the CLP sal (P <0.001) and CLP met (P < 0.01) groups.
The H,O, levels (F4,7 = 55.42), an oxidative stress indica-
tor, were elevated in the CLP sal and CLP met groups com-
pared to the Naive (P < 0.01; P < 0.001 respectively) and
Sham (P < 0.001) groups. The H,O, values for the CLP
met group were higher than all the other groups
(P <0.001). The H,O, values of the CLP dex group were
similar to the Naive and Sham groups exhibiting a reduced
level in comparison with the CLP sal (P < 0.05) and CLP
met (P < 0.001) groups.

All respiratory mechanical results at 6 h, as well as Ry,
and Htis results at 24 h, were not significantly different
from the Naive or Sham groups (data not shown). The Gtis
(F427=15.69) and n (F4p7 =4.93) values at 24 h are
shown in Figure 3a and b respectively. The CLP sal and
CLP met groups showed significantly increased Gtis com-
pared to Naive (P < 0.001) and dex groups (P < 0.01;
P < 0.001 respectively). The Gtis values of the CLP met
group were significantly different from the Sham group
(P < 0.01). The p values of the CLP sal and CLP met groups
were significantly different from the Sham group (P < 0.05).

The CLP sal and CLP met groups were characterized by
a significant reduction in fractions of alveolar normal area
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Figure 3 (a) Tissue damping (Gtis) and (b) hysteresivity (1) 24 h
after surgery. Values are mean + SEM. *P < 0.05 and

##Pp < 0.001 compared to Naive group; *P < 0.05 and

#**P < 0.01 compared to Sham group; **P < 0.01 compared to
CLP sal group; and ***P < 0.001 compared to CLP met group.
N = 5-7.

(F404 = 159.1) and increased alveolar collapsed area
(F424 = 166.1) compared to Naive (P < 0.001) and Sham
(P < 0.001) groups (Table 1). CLP dex showed increased
alveolar normal area and decreased alveolar collapsed area
compared to the CLP sal (P < 0.01) and CLP met groups
(P <0.05). The CLP sal group showed an increased
percentage of Neut (F4,0 = 11.88) and MN (F4, = 13.71)
cells at 24 h compared to the Naive (P < 0.01; P < 0.001
respectively) and Sham groups (P < 0.001). The CLP met
group showed an increased percentage of Neut and MN
cells at 24 h compared to the Naive (P < 0.05; P < 0.001
respectively) and Sham groups (P <0.01; P <0.001
respectively). The CLP dex group showed a significant
decrease in Neut and MN fractions compared to the CLP
sal (P <0.01) and CLP met groups (P < 0.01; P <0.05
respectively).

After 24 h of CLP-induced sepsis, the mortality percent-
age varied according to the previously administered drug.
The results were the following: 0% Naive and Sham, 13%
CLP dex, 38% CLP sal and 75% CLP met. As observed, the
CLP met group mortality percentage was significantly differ-
ent from the Naive, Sham, CLP sal and CLP dex groups.
The death risk of the CLP met group was nine times greater
compared to the Naive group.
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Normal Alveoli (%) Collapsed Alveoli (%) Neut" (%) MN* (%)
Naive 95.40 £ 0.52 4.61 £ 0.52 1.63 £ 0.21 0.73 4 0.08
Sham 93.57 + 0.72 5.10 + 0.50 1.12 £+ 0.15 0.77 + 0.19
CLP sal 68.69 + 4.00"##wxs 28.97 + 3.77"Hwxx 4.81 + 0.99%#wxx 2.40 + 027"
CLP met 73.47 £ 1.97" i 24.48 £ 1.37"##wnx 4.23 4 0.26"** 2.63 £ 0.35% ek
CLP dex 86.25 + 4.30"*% 12.68 + 4.11**% 1.28 + 0.42++%% 1.39 £ 0.23%

Normal alveoli, collapsed alveoli, neutrophils’ and mononuclear® cells percentage. Values are mean + SEM. All values were computed in 10
random, non-coincident fields per rat. *P < 0.05, #P < 0.01 and P < 0.001 compared to Naive group; **P < 0.01 and ***P < 0.001 com-
pared to Sham group; **P < 0.01 compared to CLP sal group; *P < 0.05 and $*P < 0.01 compared to CLP met group; N = 5.

Discussion

In the present study, using a previous dose of the GC antag-
onist met, we observed increased pulmonary inflammation
and a higher alveolar collapsed area with consequent
impairment in respiratory mechanics, similar to the CLP sal
group. However, met reduced CCT levels with drastically
increased pulmonary oxidative stress compared to the CLP
sal group. When we observed rats submitted to sepsis that
had received a previous single low dose of GC agonist (dex)
at 24 h (demonstrating a short-time effect), a beneficial
effect on lung protection was demonstrated with a reduction
in CCT levels, lung inflammation and oxidative stress.
Moreover, the alveolar collapsed area decreased and the
physiological parameters of respiratory mechanics were
improved compared to the CLP sal group.

There are many controversies regarding lung protection
mediated by plasma levels of endogenous GC in sepsis-
induced ALI because endogenous GCs are not always effec-
tive in suppressing systemic inflammation (Liu et al. 1993;
Meduri et al. 2005), even though the degree of cortisola-
emia frequently correlates with severity of illness and
mortality rates (Annane et al. 2000; Mesotten ef al. 2008;
Thompson 2010). In the present study, rats from the CLP
sal group were compared to Naive and Sham groups until
24 h and showed exacerbated adrenal activity as evidenced
by increased CCT levels, which were associated with an
increase in lung inflammation. This finding suggests a failure
in suppressing inflammation, which could be due to inade-
quacy and/or tissue resistance to concentrations and dura-
tions of endogenous GC elevations (Meduri et al. 2002).
This result suggests an endogenous GC hypofunction caused
by reduced GC receptor-binding capacity in the lung, which
may accelerate the pathological response of ALI (Liu et al.
1993). In this study, failure of high levels of CCT to sup-
press inflammation increased the percentage of inflammatory
cells, the MPO activity and oxidative stress, with a conse-
quent increased alveolar collapsed area and impairment of
respiratory mechanics in CLP sal animals compared to Sham
and Naive animals.

Therapeutic interventions have been sought to improve
and/or prevent lung injuries observed in patients with ALI/
ARDS with the aim of enhancing survival. In the present
study, the animals from the CLP met and CLP dex groups

International Journal of Experimental Pathology

had basal levels of CCT at 6 and 24 h, showing that the
met and dex doses were efficient to block synthesis and the
HPA axis, respectively, in those animals. However, met
significantly increased the mortality compared to Naive
animals as evidenced by a ninefold greater death risk.

Met is an inhibitor of the final enzyme in the pathway for
CCT synthesis (Sosenko et al. 1986; Roozendal et al. 1996).
In the present study, met administration decreased CCT
levels and drastically increased pulmonary oxidative stress,
as demonstrated by increased H,O, levels compared to the
CLP sal group. This result showed that the decreased lung
anti-oxidative capacity by met is dependent on endogenous
GC levels. These findings conform to another study that
demonstrated that met promoted a decrease in antioxidant
enzymes, as well as superoxide dismutase, catalase and glu-
tathione peroxidase in rat lung with low GC levels, and
affected the rates of rat survival, suggesting that effect could
be attributable to met (Sosenko et al. 1986).

The CLP met rats showed increased MPO activity and a
greater percentage of neutrophil cells in the lung, similar to
the animals of CLP sal group. MPO from neutrophils corre-
lates with lung inflammation and the degree of pulmonary
dysfunction (Aaron ef al. 2001). It was demonstrated that in
inflammatory disease, met increased expression of pro-
inflammatory cytokines, such as TNF-o, IL1-B and IL-6,
regardless of its effect on plasma CCT levels (Peruzzo ef al.
2010). In the present study, the inflammatory process in the
CLP met group was similar to the CLP sal group, but there
were differences in the levels of CCT; thus, we can say that
the increase of MPO and inflammatory cells in the lung is
independent of the levels of endogenous GC.

The ratio of Gtis/Htis, which is known as 1, has been
shown to increase in association with regional heterogene-
ities developed throughout the lung (Rocco et al. 2001;
Bates & Allen 2006), suggesting that parenchymal mechani-
cal dysfunction plays an important role in the pathophysiol-
ogy of ALIL Increase in n could indicate the diffused
character of pulmonary deterioration (Bates & Allen 2006).
Alterations in Gtis and 1 were also observed in our CLP met
and CLP sal animals. These findings were due to histological
alterations because these animals exhibited a higher alveolar
collapsed area. This study showed that pulmonary mechan-
ics were significantly affected by sepsis and that these effects
were not enhanced by met pretreatment in rats. This finding
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suggests that endogenous GC in CLP-induced ALI models
does not play an important role in protecting the lung dur-
ing sepsis. In contrast, in a porcine model for endotoxin-
induced ALI, met worsened respiratory function by blocking
endogenous cortisol, resulting in greatly enhanced endo-
toxin-induced ALI and shock (Middelveld et al. 1999).

If inadequate secretion of CCT fails to suppress inflamma-
tion, hormonal administration should promote GC anti-
inflammatory function by decreasing the production of
inflammatory cytokines, cytokine-driven HPA axis activity
and cytokine-driven organ dysfunction (Meduri 1999). The
effects of dex are repeatedly demonstrated, and the results
of the present study are in agreement with the literature
regarding the prevention of lung inflammation (Meduri
et al. 2002; Wang et al. 2008), oxidative stress and MPO
activity (Sun et al. 2009), decreased alveolar collapsed area
and improvement in the physiological parameters of respira-
tory mechanics (Meduri et al. 2002; Rocco et al. 2003) with
a consequent increase in survival (Cicarelli et al. 2006,
2007).

In conclusion, previously administered metyrapone did
not prevent lung inflammation and did not improve the
morphology and lung function in CLP-induced ALI/ARDS
rats after 24 h of sepsis. Moreover, met administered before
injury drastically increased pulmonary oxidative stress and
increased mortality by mechanisms dependent on endoge-
nous GC. Therefore, met pretreatment in ALI/ARDS should
be performed with caution. Thus, we suggest further studies
on the effects of met in different models of critical illness
which involve disorders in endogenous GC levels.
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