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Resumo

O Sindrome de Dificuldade Respiratéria Aguda (SDRA) é uma ocorréncia clinica
que pode resultar de uma lesdao pulmonar direta ou indireta, possuindo elevadas taxas
de mortalidade e morbilidade. Uma melhor consciencializagdo dos mecanismos
patofisiolégicos envolvidos nas diferentes fases da doenga tem estimulado a
comunidade cientifica a detetar novos alvos passiveis da instalacdo de uma terapéutica
e a aplicagao subsequente de farmacos ou medidas nao farmacolégicas que possam
diminuir os graves indices epidemiolégicos a SDRA. No entanto, até a data, apenas a
evolucao dos cuidados paliativos e uma ventilagdo mecanica eficaz demonstraram
reduzir a mortalidade em pacientes com SDRA. Ndo obstante, terapéuticas envolvendo
surfactante, mondxido de azoto, corticosteroides e células estaminais surgem como

alternativas promissoras com vista a impedir a progressao da doenga.

O recurso a modelos animais cujas informacdes possam ser translocadas para a
pratica clinica tem sido uma das prioridades dos investigadores no campo da SDRA.
Apesar das suas divergéncias (anatémicas e fisioldgicas), em relacdo aos humanos, o
ratinho é das espécies mais utilizadas para testar intervenc¢des farmacoldgicas a nivel da
SDRA. Como tal, o desenvolvimento de modelos de ratinho que permitam estudar este
tipo de interveng¢des, com a correspondente evidéncia verificada nos humanos, pode
constituir um fator preponderante para terapéuticas que diminuam a mortalidade

causada pela SDRA.

Consequentemente, com este trabalho pretende-se incidir sobre duas vertentes:
(i) elucidar que mecanismos estdo envolvidos no desenvolvimento da SDRA,
intersectando essa informacdo com as terapéuticas existentes atualmente e (ii) abordar
os modelos animais de SDRA que estdo atualmente descritos para, com espirito critico,
tentar delinear as perspetivas futuras com vista a uma melhor aproximac¢ao do quadro
de lesdo pulmonar verificado nos humanos e, por extrapolacdo, a instalacdo de

terapéuticas mais eficazes para diminuir os (ainda) graves sequelas da SDRA.

Termos-chave: Sistema respiratorio, inflamacgéo, imunidade, terapéutica farmacoldgica,

modelos animais, ratinho



Abstract

The Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) is a clinical situation that might
be caused by a direct or indirect lesion of the lung and that has a high mortality and
morbidity rate. A better awareness regarding the pathophysiologic mechanisms
involved in the different stages of this disease has stimulated the scientific community
to detect new targets that might be suitable for a therapeutic intervention and therefore
the appliance of drugs or non-pharmacologic procedures that can help diminish the
ARDS’ serious epidemiologic indexes. However, until now, only the evolution regarding
the palliative care and an efficient mechanical ventilation have shown capable of
reducing mortality in ARDS patients. Despite that fact, therapies involving surfactant,
nitric oxide, corticosteroids and stem cells rise as promising alternatives towards

stopping the progression of this disease.

Turning to animal models, whose information can be translocated to the clinical
practice, has been one of the researchers’ priorities in ARDS investigation. Despite all
the differences (anatomic and physiologic) with humans, the mouse is one of the most
used species in testing pharmacologic strategies towards ARDS. Therefore, the
development of models using mice that allow the study of this type of interventions
(with the corresponding evidence assessed in humans) might be an important factor

towards finding therapies that can reduce mortality caused by ARDS.

Consequently, with this work it’s supposed to focus on two aspects: (i) elucidate
which mechanisms are involved in the development of ARDS, intersecting that
information with the current therapies and (ii) approach in a critical way the actual
ARDS’ animal models, to try to delineate the future directions towards a better
intersection with the clinical data described in humans and, by extrapolation, towards
the implementation of more effective treatments to reduce the (still) serious outcomes

of ARDS.

Keywords: Respiratory system, inflammation, immunity, pharmacologic therapies,

animal models, mouse
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1. Anatomia e Fisiologia Pulmonar

O aparelho respiratdrio integra diversas estruturas anatémicas: fossas nasais,

faringe, laringe, traqueia, brénquios e pulmdes, sendo que é comum haver uma divisao

em vias aéreas superiores (fossas nasais e faringe) e inferiores (desde a laringe até aos

pulmaoes).
f?§>; SRR
Cavidade nasal |
Nariz _
Faringe
Laringe

Traqueia

Broénquios

Pulmoes

Vias
— aéreas
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— aéreas
inferiores

Figura 1.1. - Estrutura do aparelho respiratério humano (adaptado de(1))

A traqueia é um tubo membranoso, com cerca de 12 milimetros de didametro

interno e entre 10 a 12 centimetros de comprimento. Esta revestida por uma mucosa

constituida por epitélio cilindrico pseudoestratificado ciliado, cilios esses que ajudam a

propulsdo de particulas para o exterior das vias aéreas, constituindo um mecanismo de

defesa contra agressdes externas e internas, ja que também ajudam a expulsar o muco



produzido pelas células do aparelho respiratério. Ao nivel da quinta vértebra toracica,
bifurca-se nos bronquios principais, que estdo separados pela carina (cartilagem que

constitui um ponto de referéncia radioldgico importante).

Os bronquios principais, por sua vez, ramificam-se em brénquios de calibre cada

vez menor, constituindo a arvore traqueobrénquica.
Podemos dividir a arvore traqueobrénquica em duas porgdes:

(i) Porcdo condutora (ou vias aéreas de conducdo), que se inicia na traqueia e
termina nos bronquiolos terminais, sendo a sua fungao principal conduzir o
ar de forma efetiva e, devido as caracteristicas histolégicas supracitadas,
remover particulas que possam irritar a mucosa.

(ii) Porcdo respiratdria (ou vias aéreas de respiracdo), que engloba os
bronquiolos terminais até aos alvéolos, onde ocorrem as trocas gasosas.
Nesta zona, o epitélio pavimentoso simples ndo possui cilios. Como tal, a
eliminacdo de particulas indesejaveis é levada a cabo por macroéfagos, que se

movimentam pela superficie das células.

Os pulmdes sdo os principais 6rgaos da respiracdo e os mais volumosos do
organismo (cerca de 200 m? e englobando cerca de 300 milh&es de alvéolos), possuindo
uma forma cdnica de base inferior, apoiada no diafragma e sdo revestidos por uma
membrana serosa: a pleura. O pulmdo direito possui trés lobos, enquanto que o
esquerdo possui dois. Cada lobo é origindrio de um brénquio secundario, que depois se

ramificam em brénquios tercidrios, cada um constituindo um Iébulo.



A complacéncia é uma medida da facilidade com que os pulmodes e o torax se
expandem. Como tal, a complacéncia pulmonar traduz-se no aumento do volume
pulmonar por cada unidade de mudanga de pressao intraalveolar, sendo normalmente
expressa em litros (volume de ar) por mmHg (unidade de pressdo). Em condigdes de
homeostasia, a complacéncia pulmonar de um individuo é de 0,18 L/mm Hg, isto &, por
cada 1 mmHg de mudanga na pressao intraalveolar, o volume ocupado pelos pulmdes
aumenta 0,18 L.. Portanto, uma diminuicdo da complacéncia pulmonar permite
extrapolar que o processo de expansao dos pulmdes e do térax estd dificultado,
enquanto que, quanto maior o valor desta medida, mais facil é o processo de expansao
(o que pode ndo ser necessariamente benéfico, visto que, por exemplo, o enfisema, ao
destruir as fibras elasticas do tecido pulmonar, diminui a resisténcia eldstica dos

pulmdes, tornando a sua expansao mais simples).

A ventilacao nos pulmoes ocorre de forma desigual; estas variagdes dependem,
basicamente, da postura adotada pelo individuo, ou seja, da acdo da gravidade ou,
também, de patologias pulmonares associadas que podem reduzir a capacidade de
ventilacdo. Por exemplo: num individuo sem comprometimento pulmonar prévio, em
posicdo ortostatica, ocorrera uma ventilagdo melhor nas bases do que nos apices, pois
o peso do pulmao reduz o tamanho da via neste ponto (diminuindo ainda mais a pressado
intraalveolar). Desta forma, durante a inspiracdo ocorrera maior variagcdo de volume,
tornando as bases mais ventiladas. Logo, as areas dependentes da gravidade (aquelas
gue recebem maior acdo da gravidade) sdo as com maior variacdo de volume e,
portanto, mais ventiladas. Estas discrepancias a nivel de complacéncia vao influenciar
ndo sé a progressdo de uma determinada patologia (pois, consoante as areas afetadas
forem dependentes ou ndo da gravidade, podem agravar o quadro clinico) e a prépria

terapéutica a ser instalada, conforme descrito posteriormente.
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Figura 1.2. — Estrutura anatémica do pulméao humano (adaptado de(1))

Adicionalmente, as fun¢Ges do aparelho respiratério estendem-se para além das

trocas gasosas, intervindo também em processos como:

(i) Controlo do pH do sangue (através da variacdo das concentracdes de
dioxido de carbono sanguineo)

(ii) Fonacdo (o ar que atravessa as cordas vocais é importante para a
producdo de sons)

(iii) Olfato (As moléculas suspensas no ar atravessam as fossas nasais e
interagem com recetores sensoriais)

(iv) Protec¢do (O aparelho respiratério possui os seus proprios mecanismos de
defesa e expulsdo de particulas e microrganismos que estao presentes no

ar)



2. Fisiopatologia da Lesao Pulmonar Aguda e Sindrome de
Dificuldade Respiratéria Aguda (LAP/SDRA)
2.1. Contextualizagdo Historica e Definicao

A primeira descri¢do cientifica da SDRA surge no século XIX, nomeadamente em
1821, onde Laennec reportou um fendmeno de edema pulmonar sem causas cardiacas.
Este aspeto permaneceu indiferenciado durante mais de um século, na medida em que,
durante esse tempo, ndo houve muita preocupacdo por parte da comunidade cientifica
em distinguir edemas pulmonares de causa cardiaca daqueles em que esta causa nao

estava subjacente. (2)

Os primeiros dados relativos a uma definicdo de SDRA remontam a segunda
metade do século XX, mais precisamente em 1967, onde Ashbaugh e seus
colaboradores, num total de 272 pacientes, identificaram 12 que reuniam um padrdo de
outcomes que designaram por “Sindrome de Dificuldade Respiratdria”: (i) dispneia e
taquipneia grave, (ii) cianose refrataria a oxigenoterapia e (iii) perda de complacéncia
pulmonar e infiltracdo alveolar bilateral visivel num raio-X toracico. (3) Trés anos mais
tarde, denominaram este quadro clinico de Sindrome de Dificuldade Respiratdria no
Adulto, visto que os dados clinicos e patoldgicos eram semelhantes aos verificados em

criancas com dificuldades respiratorias.(4)

No entanto, rapidamente urgiu a necessidade de melhorar a definicdo e os
critérios de diagndstico. Em 1988, Murray liderou uma equipa que estabeleceu um
sistema de pontuacdo inovador para o diagndstico de LAP/SDRA. Fundamentalmente, o
sistema incluia uma pontuacao para o grau de hipoxemia, outra para a complacéncia
pulmonar, outra para o resultado das radiografias e, por Ultimo, para o nivel de pressdo
expiratoria final positiva (PEEP, do inglés positive end-expiratory pressure). Cada uma
destas vertentes recebia uma pontuacdo de 0 a 4, proporcional ao grau de severidade
verificado, sendo que, no final, dividia-se a pontuacdo pelo valor total dos critérios
analisados, em que um valor final de O correspondia a auséncia de lesdo pulmonar;
valores entre 1 e 2,5 relatavam uma lesdao pulmonar moderada, enquanto que valores

superiores a 2,5 retratavam um quadro de LAP (5).



Mais tarde, em 1994, a American-European Consensus Conference on ARDS
(AECC) estabeleceu uma nova definicdo de SDRA, sendo que o sindrome passou a ser
designado de “agudo” em detrimento de “adulto” (uma vez que também esta presente
na populacdo pedidtrica). Mantiveram-se os critérios inicialmente descritos por
Ashbaugh a excecdo do nivel de PEEP, que foi substituido por indicadores que
comprovam a nao existéncia de aumento na pressdo da auricula esquerda (pressao
capilar pulmonar inferior a 19 mmHg). Simultaneamente, estabeleceu-se o critério da
hipoxemia para distinguir LAP de SDRA: valores de pressao parcial de oxigénio arterial
para uma fracdo de oxigénio parcial (PaO,/FiO;) iguais ou inferiores a 300 enquadravam-
se num quadro de LAP, enquanto que valores de PaO,/FiO; inferiores a 200 ja se
situavam num quadro de SDRA. (2,6) Na tabela 2.1. estdo elucidados todos estes

parametros.

Tabela 2.1. Defini¢ao de LAP e SDRA segundo a AECC (adaptado de (2))

Sindrome de Dificuldade Respiratéria Aguda

(SDRA)

Lesdo Aguda do Pulmao (LAP)

Instalacdo aguda

Presenca de infiltracGes bilaterais
no raio-X toracico

Pressdo capilar pulmonar inferior
a 19 mm Hg ou auséncia de sinais
indicativos de hipertensao
pulmonar

Pa02/FiO; inferior a 300

Instalacdo aguda
Presenca de infiltragcdes bilaterais
no raio-X toracico
Pressdo capilar pulmonar inferior a
19 mm Hg ou auséncia de sinais
indicativos de hipertensao

pulmonar

Pa0,/FiO; inferior a 200




Poder-se-ia concluir que, apds mais de 20 anos da realizacdo desta conferéncia,
a definicdo de LAP e de SDRA estaria, finalmente, estandardizada. No entanto, estudos
relatam que a sensibilidade e especificidade da definicdo proposta pela AECC, quando
confrontada com analises post-mortem de doentes com danos alveolares disseminados,

estdo longe de serem 6timas, sendo classificadas apenas como moderadas. (7).

Atualmente, o sistema de pontuacdo de Murray atua como complemento a
definicdo proposta pela AECC (5), na medida em que, ao conter dados relativos a PEEP
e a complacéncia pulmonar, ajuda na medicao do grau de lesao pulmonar. Contudo, a
principal limitagao deste sistema de pontuagao reside no facto de ndo excluir o edema

pulmonar cardiogénico (7).

Mais recentemente, em 2011, ocorreu na cidade alema de Berlim uma reunido
que definiu um novo esbogo em dire¢do a uma definicdo mais criteriosa de LAP/SDRA
(consultar tabela 2.2.), dando origem a Berlin ARDS definition, que tem em conta quatro
critérios: (i) o tempo de instalacdo da patologia (até 1 semana apds uma agressao ou
entdo a exacerbacgdo/presenca de novos sintomas de indole respiratério), (ii) a
imagiologia toracica (opacidades bilaterais ndo totalmente explicadas por efusdes,
colapsos ou nddulos), (iii) a origem do edema (mantem-se o critério antigo da auséncia
de sintomas sugestivos de insuficiéncia cardiaca sé que associa-se, de forma pioneira,
um método analitico — ecocardiograma, por exemplo), e (iv) o grau de oxigenacao (que

vai determinar a classificacdo da LAP/SDRA em ligeira, moderada e severa). (8)



Tabela 2.2. A definigao de Berlim para a LAP/SDRA (adaptado de (8))

2.2. Dados epidemioldgicos

Como em qualquer doenca, estudos epidemioldgicos associados a LAP/SDRA sdo
fulcrais para uma melhor consciencializagdo da mesma e para diferenciar os

mecanismos causais de possiveis associacdes ndo-causais. (9)

Caracterizar epidemiologicamente um sindrome considerado como raro nao se
afigura facil, sendo que existem dois principais fatores que limitam estudos
epidemioldgicos nesta area: (i) a supracitada falta de sensibilidade e especificidade dos

atuais métodos de diagndstico e (ii) o facto deste tipo de doentes se encontrarem nos



Cuidados Intensivos, que constitui uma barreira para o acesso a informacgdo por parte
dos investigadores. Contudo, um conhecimento detalhado acerca da epidemiologia
desta doenca é essencial ndo sé para afunilar futuras investigacdes na area da genética,
como também para uma melhor perce¢do dos mecanismos patofisioldgicos que a
compdem (e, com isto, intervir nas sequelas que sdo provocadas a curto e longo prazo

para uma redugao da morbilidade). (9)

Simultaneamente, é dificil de separar os termos LAP e SDRA (correndo o risco de
se tornar redundante) pois, como visto anteriormente, LAP engloba a SDRA, pelos que

estudos epidemiolégicos costumam surgir associando estes dois fenédmenos. (9)

Num estudo publicado por Rubenfeld et al., verificou-se que, nos Estados Unidos,
existem 190 000 novos casos de LAP por ano. Relativamente a taxa de mortalidade, esta
situa-se nos 35 a 40%, embora os doentes acabem por falecer mais das complica¢des
inerentes aos préprios fatores de risco a que estdo expostos do que propriamente

devido a problemas respiratdrios provocados pela sua condicdo. (9)

2.2.1. Fatores de Risco

O conhecimento dos fatores de risco permite atuar nas fases mais a montante
do desenvolvimento de uma doenca e impedir a sua progressdo para quadros de
consequéncias mais gravosas. Enquadrando este aspeto na LAP/SDRA, devido aos
critérios de diagndstico ndo serem os melhores, torna-se dificil de identifica-los,
principalmente em pessoas que nem sequer chegam a desenvolver LAP. Aliado a isso,
alguns aspetos que se tém vindo a observar a nivel clinico permanecem no campo do
desconhecido, destacando-se, por exemplo, o facto de ndo se conseguir explicar porque
€ que questdes raciais e sexuais influenciam significativamente a taxa de mortalidade
(almeja-se encontrar justificacdo para o facto de afro-americanos e homens terem taxas
de mortalidade maiores. Sera devido a fatores genéticos, de exposicdo e/ou da propria

resposta a terapéutica?) (9)

A maior parte dos casos registados tém como fatores de risco um dos seguintes:

sépsis com origem pulmonar, sépsis com origem nao-pulmonar ou trauma. No entanto,



variados estudos epidemioldgicos tém vindo a comparar caracteristicas morfoldgicas e

sociodemograficas e a respetiva influéncia na incidéncia e mortalidade. (10)

A idade é um fator bastante importante, na medida em que varia
proporcionalmente quer com a incidéncia quer com a taxa de mortalidade. (10) Isto esta
relacionado com a suscetibilidade do individuo em desenvolver sépsis como resultado
de um sistema imunitdrio cada vez mais deficiente. (9) Contudo, relativamente a
incidéncia, é de ressalvar que algumas causas ndo constituem uma relacdo direta com a

idade (ver figura 2.1.), como é o exemplo do trauma. (10)

Todos os
%7 3254 pacientes
S 300~
M
w2754
o }\
ﬁ 250 ~
Q225+ & b |
3
o 200+ / Pacientes com sébsis
(=}
o 175
(|
5 150+
o Pacientes com outros
w 1254 !
o fatores de risco
© 100
ki) .-A---A
© 754 'A -
e o )
@ 7 - - K
T 25 Y A Pacientes com fenémenos traumaticos
S >
[ = - - - - .o, - w - = - .' - - - -
- 0- ? L4 ® T ?. ,
15-19 20-24 25-34 35-44 45-54 55-59 60—-64 65-74 75-84 =85
Mortalidade de Idade (anos)
acordocoma 24 38 30 25 32 46 30 41 45 60
idade (%)

Figura 2.1. - Incidéncia (por fator de risco e por faixa etaria) e mortalidade (por faixa

etaria) de Lesao Aguda do Pulmao (adaptado de (10))

Mais, individuos com baixa massa corporal apresentam um maior risco do que
individuos obesos. Este facto pode surgir como uma surpresa mas esta sujeito a varias
criticas: (i) a radiografia toracica de pessoas obesas é de dificil interpretacdo e (ii)
apresentam-se regularmente com niveis de oxigenacdo e de complacéncia pulmonar
reduzidas, que derivam da sua patologia de base, o que, mesmo assim, faz com que

satisfacam os critérios de diagndstico e que, por definicao, “tenham” LAP quando, na
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verdade, isso ndo se verifica. Isto faz com que haja um maior contributo numérico para
o calculo das taxas de mortalidade por LAP, enviesando os valores verdadeiros, pois
pode parecer que pessoas obesas apresentam um menor risco, mas, na verdade, foram

analisadas pessoas com o diagndstico incorreto e desenquadrado. (9)

Fatores como a diabetes e o consumo crénico de alcool também assumem uma
particular relevancia. Relativamente ao primeiro, verifica-se que diabéticos apresentam
um menor risco, mas talvez se justifique pelo facto de a maior parte deles contrair sépsis
nao por pneumonia mas sim como resultado de infe¢Ges urindrias recorrentes, nao se
enquadrando, portanto, nos critérios de diagndstico de LAP. Relativamente ao consumo
de alcool, verifica-se um risco acrescido que pode ser explicado pela diminuicdo da
capacidade que estas pessoas tém de neutralizar radicais livres, os quais assumem um

papel importante em fenémenos inflamatérios. (9)

Constata-se que uma defini¢cdo de LAP/SDRA permitird aos clinicos identificarem
com maior precisdo quais sdo, efetivamente, os “seus” doentes. Infelizmente, derivado
da (ainda) reduzida viabilidade dos critérios de diagndstico (por exemplo, a componente
da oxigenacdo é sensivel a ventilacdo e a FiO, — que, por sua vez, para valores inferiores
a 0,40 torna-se muito pouco fidedigna (10) -, a exclusdo de fatores cardiacos é
complicada e a interpretacdo da radiografia tordcica pode ser dubia. (9)), a comunidade

cientifica ainda estd longe de otimizar estes dados.

2.3. Etiologia

A causa para a ocorréncia de LAP/SDRA pode ser dividida em duas vertentes:
causas diretas (ou seja, que resultam de uma agressdo direta a estrutura pulmonar, o
gue acaba por desencadear a doenca) ou indiretas (em que a lesdo pulmonar resulta da

conjugacao de uma ou mais patologias exteriores ao sistema respiratorio). (11)

Relativamente as causas diretas, englobam-se situacbes como pneumonia,
aspiracdo do conteldo gastrico, afogamento, inalacdo de gases tdxicos, habitos
tabdgicos, entre outros, enquanto que nas causas indiretas estao descritos fendmenos
como sépsis, transfusdes, choque, pancreatite e toxicidade medicamentosa (sendo

estes, de resto, os mais comuns). (12)
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N3o obstante, a pneumonia bacteriana é a principal causa de LAP e SDRA,
seguida de sépsis origindria de infe¢cdes nao-pulmonares, aspiragdo do conteldo
gastrico e trauma. (13) Em Portugal, num estudo realizado em 2001 para as Jornadas de
Medicina Intensiva da Primavera (JMIP2001) contando com a colaboragdao de duas
Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) de Lisboa, duas do Porto, uma de Matosinhos e
uma de Gaia, verificou-se que os dados sdao praticamente coincidentes, havendo apenas
uma supremacia da sépsis grave como principal causa de LAP/SDRA em Portugal, em

detrimento da pneumonia bacteriana, conforme demonstra a tabela 2.3. (14)

Tabela 2.3. - Principais causas de LAP/SDRA em Portugal, em comparagao com um
estudo europeu (ALIVE) (adaptado de (14))



2.4. Mecanismos fisiopatologicos

Em primeiro lugar, é importante constatar que a histéria natural da LAP/SDRA
pode ser dividida em trés fases, embora possa haver sobreposicdao das mesmas nalguns
casos: (i) fase aguda (também designada de exsudativa), em que ocorre uma invasao
alveolar por parte dos neutréfilos, com formagdo de membranas de hialina, hemorragias
e edema pulmonar; (ii) fase proliferativa, em que ocorre um processo inflamatoério
descontrolado e (iii) fase fibrética, em que ha substituicdo do tecido lesado por tecido

fibrotico levando a resolucdo da doenca. (11)

Estabelecendo um periodo temporal, a fase aguda ocorre nas primeiras 72 horas
apods a ocorréncia da lesdo pulmonar, através de um processo inflamatdrio que danifica
a barreira alvéolo-capilar, levando a um extenso edema intersticial e alveolar que
impede as normais trocas gasosas. Consequentemente, o processo de respiragao torna-
se mais complicado, causando falha respiratdria e necessidade de ventilacdo assistida.
E interessante verificar que a propria ventilagdo pode exacerbar a lesdo entretanto
formada, na medida em que os alvéolos instaveis podem colapsar, enquanto que os
alvéolos que resistiram, ao receberem a maior parte do volume ventilatério, podem
ultrapassar o seu limite de elasticidade e, eles proprios, acionarem mecanismos de lesdo
celular. Para além disso, ocorre uma intensa migracdao de neutrdfilos para o local da
lesdo, com aumento da concentragao de citocinas pré-inflamatérias (discutido ao longo

do trabalho). (11)

Nesta altura, os pacientes podem recuperar do insulto inicial, através da
clearance do edema alveolar e do restauro da barreira alvéolo-capilar, ou entdo acabam
por progredir para a fase exsudativa da SDRA, ndao sendo ao certo conhecidas as razdes
pelas quais duas pessoas expostas ao mesmo insulto podem ter progressoes da doenca
diferentes (aqui, os préprios fatores genéticos e de risco podem sobressair, conforme

visto anteriormente).

A fase proliferativa ocorre normalmente ao longo do terceiro ao sétimo dia apds
a agressao que despoletou a doenga, sendo caracterizada por uma extensa formacao de
membranas de hialina no espaco intraalveolar. A migracdo neutrofilica continua, sendo

gue alguns mecanismos fisioldgicos comecam a desregular-se, nomeadamente o

13



equilibrio entre a atividade oxidante e antioxidante, a producdo de surfactante,

expressao de fatores inflamatdrios e anti-inflamatdrios, entre outros.(11)

Curiosamente, apenas uma por¢ao muito reduzida de pacientes acabam por
sucumbir fruto da hipoxemia ou hipercarbia graves. Na verdade, a grande taxa de
mortalidade verificada ndo é devida a lesdo pulmonar per si mas sim devido a ocorréncia
de falha multipla de érgaos (FMO), isto porque, aquando do processo inflamatdrio, sdao
criadas condicGes para que os mediadores inflamatdrios, bactérias e algumas
endotoxinas extravasem o espaco respiratério e se alastrem para outros érgdos através
da corrente sanguinea, afetando outros érgdos vitais (ver figura 2.2.). De facto, a
mortalidade nestes casos pode atingir os 98% se se verificar disfun¢do em trés ou mais

drgdos por um periodo de sete ou mais dias. (11)

Disrupgao da barreira alvéolo-capilar
/ e Aumento da permeabilidade e do
edema pulmonar
e Inativa¢do do surfactante
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¢ Danos nas células epiteliais e endoteliais
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Figura 2.2. — Progressao de um quadro de SDRA para faléncia multipla de 6rgaos (FMO)
(adaptado de (11))




Contudo, os sobreviventes da primeira semana de LAP/SDRA podem entrar na
derradeira fase fibrética. Esta, que perdura ao longo do oitavo até ao vigésimo oitavo
dia (em média), é caracterizada por um processo evidente de fibrose, com proliferacao
de pneumdcitos de tipo I, migracdo de fibroblastos e sua diferenciacdo em
miofibroblastos, conforme demonstra a figura 2.3. Verifica-se também um processo
cronico inflamatdério que pode levar a morte se os pacientes tiverem co morbilidades

que impossibilitem a sua resolugdo eficaz. (11)
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Figura 2.3. — Patologia da LAP em humanos. Nestas amostras de tecido pulmonar
provenientes de dois pacientes diferentes, e recorrendo a coloragao de hematoxilina e
eosina, pode-se distinguir a fase aguda (A e B), em que os alvéolos foram invadidos por
neutréfilos e mondcitos. E igualmente visivel o fenémeno de hemorragia alveolar. Quanto
a fase tardia (C e D) nota-se a deposigao de colagénio ao longo das paredes alveolares
(setas), sendo que nestas também se detetam células cuboides epiteliais, que nao sao

mais do que pneumdcitos de tipo Il em processo proliferativo. (adaptado de (11))
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2.4.1. Lesao endotelial e epitelial

A barreira alvéolo-capilar é formada pelo epitélio alveolar e pelo endotélio da
microvasculatura. O epitélio alveolar é constituido principalmente por pneumadcitos do
tipo | (cerca de 90%, sendo células bastante frageis a possiveis agressdes) e do tipo Il
(que, apesar de apenas reunirem os restantes 10% do epitélio total, assumem um grau
de importancia muito acentuado, pois tém a capacidade de se diferenciarem nos seus
analogos do tipo | aguando de uma lesdo e sdo ainda responsaveis pela producdo de

surfactante e transporte de ides). (15)

O aumento da permeabilidade desta barreira é a principal caracteristica
fisiopatoldgica que define a fase aguda da LAP/SDRA. (16) Consequentemente, ocorre o
fluxo de fluido rico em proteinas para o espago extravascular, criando um cenario de
edema pulmonar, ilustrado pela figura 2.4. Estdo descritos varios mediadores, vias e
sistemas moleculares que contribuem para esta desregulacdo da barreira alvéolo-
capilar. No entanto, um fator critico para a estabilidade da barreira supracitada passa
pela caderina vascular endotelial (do inglés Vascular Endothelial cadherin — VE-
caderina). Esta proteina esta presente nas membranas laterais das células endoteliais,
formando associacbes dependentes de calcio entre elas e que impedem o
extravasamento de substancias para o espaco extravascular. A quebra destas liga¢Oes
facilita ndo sé a passagem de fluidos provenientes da circulacdo sanguinea (e, com isso,
o aumento do edema alveolar que, por sua vez, leva ao fendmeno de hipoxemia
caracteristico da LAP/SDRA) como também a migracdo trans-endotelial por parte de
leucdcitos (exacerbando o processo inflamatdrio em curso). (13) De notar que, em
situacOes de homeostasia, a barreira epitelial € muito menos permedvel que a barreira
endotelial, pelo que, ao haver dano principalmente nos pneumdcitos de tipo Il, ocorre
ndo s6 uma diminuicdo da capacidade destes em transportar o fluido de volta para o
espaco extraalveolar, como também aumenta a probabilidade de ocorréncia de choque
séptico em individuos com pneumonia bacteriana. Simultaneamente, hd uma reducdo
da producdo de surfactante (caracteristica igualmente presente em doentes com

LAP/SDRA). (15)
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Figura 2.4. — Disrupcao da barreira alvéolo-capilar e sua relagao com as ligagoes

entre caderinas endotélio-vasculares (adaptado de (16)).

2.4.2. Inflamacdo desregulada

Um processo inflamatério ndao é mais do que um mecanismo de defesa gerado
pelo organismo no combate a uma ameaga a homeostasia. No entanto, este processo
deve ser finito e controlado no tempo, funcionando como uma resposta a curto-prazo.

N3o obstante, o grande problema da LAP/SDRA é que o processo inflamatério ndo s6 é
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extenso como também é exacerbado ao longo do tempo, levando a um agravamento do

estado de saude do doente que, por si s6, pode levar a morte. (17)

Aguando de uma melhor caracterizacdo da fisiopatologia inerente, foi
relativamente consensual o facto do aumento da barreira alvéolo-capilar e o edema
pulmonar serem sinais cardinais da LAP/SDRA. No entanto, os mecanismos que geravam
esses sintomas eram relativamente pouco conhecidos. Suspeitava-se que a inflamagao
podia ser uma justificacdo vdlida, até porque, em autdpsias realizadas em pacientes com
LAP/SDRA, verificava-se um aumento de leucdcitos polimorfonucleares (LPMN) no
tecido pulmonar. Estudos subsequentes constataram com mais afinco que, de facto, a
inflamacdo é uma das componentes que mais estd presente aquando de uma lesao

direta no pulmao. (16)

2.4.2.1.  Desequilibrio entre fatores pro-inflamatdrios e anti-inflamatorios

A ativacdo da imunidade inata inicia-se através da ligacdo de produtos
microbianos ou metabolitos de lesdo celular a recetores Toll-like (TLR — do inglés Toll-
like receptors) presentes no epitélio alveolar e a macréfagos alveolares. Este fendmeno,
de resto, estd reconhecido como sendo a driving force da LAP/SDRA. Contudo, é de
ressalvar que estes mesmos mecanismos sdo utilizados na eliminacdo e contencdo de
substancias patogénicas, ainda que, na maioria dos casos, ocorram de uma forma

controlada (e ndo excessiva), o que ndo se verifica na LAP/SDRA. (13)

Os metabolitos enddgenos indicativos de lesdo celular estao englobados numa
categoria denominada “padrdes moleculares associados ao perigo” (DAMP — do inglés
danger-associated molecular pattern), sendo que, a nivel de estimulacdo da resposta
imunitaria, tém as mesmas funcionalidades dos “padrdes moleculares associados a
patogenicidade” (PAMP - do inglés pathogen-associated molecular patterns),
porventura devido a evolucdo da célula eucariota a partir da procariota. Os produtos

microbianos, por exemplo, enquadram-se nas PAMP’s. (13,18)

Aguando da lesao, as células alveolares sdo igualmente estimuladas a libertar
substancias quimiotaticas, induzindo a migracdo de células inflamatdrias a partir do

espaco intravascular e atravessando nao sé o endotélio como também o epitélio até
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atingir as vias aéreas. Portanto, as agressoes etiologicamente classificadas como diretas
ou indiretas desencadeiam o denominado Sindrome de Resposta Inflamatdria Sistémica
(SIRS — do inglés Systemic Inflammatory Response Syndrome), que inclui o recrutamento
de leucécitos (macréfagos alveolares e neutréfilos presentes na corrente sanguinea)
para o pulmao, sendo que este processo de recrutamento depende bastante da funcao

das quimiocinas e dos seus respetivos recetores. (19)

Perante um processo inflamatério, as células sdo estimuladas a libertar
substancias que provoquem quimiotaxia, sendo as quimiocinas (moléculas de tamanho
reduzido — 8 a 10 kD) secretadas em resposta a produtos bacterianos e/ou marcadores
inflamatdrios. Depois, sdo retidas por uma rede de proteoglicanos no local da
inflamacdo, criando um gradiente que acaba por sinalizar o foco da infecdo. Os
neutrdfilos sdo posteriormente recrutados por este gradiente que se estabelece (de
resto, o seu grau de acumulacdo estd relacionado com um pior progndstico da
LAP/SDRA), tendo as quimiocinas a capacidade de torna-los rigidos, porventura devido
a inducdo da polimerizacdao dos filamentos de actina. Esta rigidez faz com que os

neutréfilos figuem retidos no espaco alveolar. (19)

Aquando de todo este processo inflamatdrio, metabolitos do acido araquiddnico
(AA) e nitritos sdo formados e, derivado de serem potentes quimiocinas, amplificam

ainda mais a migracdo deste tipo de leucécitos. (20).

De resto, citocinas (proteinas libertadas pelas células imunitarias) como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a — do inglés Tumor Necrosis Factor a) e a interleucina 1
(IL-1) tém a capacidade de induzir outras células (macrofagos, fibroblastos, células
endoteliais e epiteliais) a libertar mais quimiocinas, destacando-se a interleucina 8 (IL-

8) que é um potente fator quimiotatico dos neutréfilos. (21)

O papel de todos estes fatores torna-se evidente em amostras de fluido bronco-
alveolar (FBA) contendo antagonistas do TNF (sTNFR I e Il) e da IL-1B (IL-1RA, que impede
a ligacdo da IL-1B ao respetivo recetor celular). Enquanto que, em pessoas sas, 0 racio
de IL-1B/IL-1RA é de 1:1, individuos com SDRA podem apresentar racios de 10:1. Este
racio agonista/antagonista pode inclusive servir como indicador da severidade da

doenca. (21)
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Por ultimo, importa ressalvar que as concentracdes de IL-1B sdo preditivas do
outcome mas as de TNF ja ndo o sdo (apesar de também estarem elevadas em pessoas

que sofrem de SDRA). (21)

2.4.2.2. O papel dos neutrdfilos e leucdcitos polimorfonucleares

Os neutrdfilos assumem-se como um fator fulcral na LAP/SDRA (22), sendo que
0 seu recrutamento para o espaco alveolar ocorre quando os macréfagos, por si s, ndo

conseguem repor a homeostasia. (23)

A influéncia destas células imunitarias na fisiopatologia da LAP esta bem patente
naquilo a que muitos autores denominam “teoria dos neutréfilos”, em que, numa fase
embrionaria da LAP, ocorre a ativacdo destes com consequente diminuicdo da apoptose
e um aumento da migracdo para o trato respiratério mediado por fatores pro-
inflamatdrios como o fator estimulador de colénias dos granulécitos (G-CSF, do inglés
granulocyte colony-stimulating factor), o fator estimulador de colénias dos macréfagos
(GM-CSF, do inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) e vérias outras

quimiocinas. (24)

Perante este cendrio introdutério, é importante realcar que nem sempre é
nefasto o facto de haver migracdo de neutrdfilos para o pulmao. De facto, os neutréfilos
podem migrar para esta zona sem causar lesdes adjacentes. A migracao de destas
células para o espaco pulmonar ndo constitui, per si, uma situacdo de LAP (tal acontece,
por exemplo, na pneumonia adquirida na comunidade). E necessdria uma ativacdo

posterior descontrolada para que tal aconteca. (21) (25)

Os neutrdfilos podem proceder a transmigracao por mecanismos paracelulares
ou transcelulares, sendo o Ultimo o mais comum. E importante verificar que as
caracteristicas de migracdo dos neutrofilos no pulmdo (MNP) é, em determinados
aspetos, diferente das que se verificam noutros érgdos: (i) a MNP ocorre nos capilares e
ndo em vasos de maior calibre e (ii) devido ao diametro reduzido dos capilares (entre 2
e 15 um), os neutrdfilos precisam de reconhecer especialmente esses mesmos capilares
para alterarem a sua forma (pois possuem um diametro de 6 a 10 um). Logo, conclui-se

que o processo de MNP é muito mais demorado que nos restantes orgaos. (21)
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A adesdo dos neutréfilos ao endotélio vascular é precedida de uma ativacdo de
integrinas na membrana leucocitaria, ativagdao essa que é quimiocina-dependente. As
integrinas atuam na adesdo dos neutréfilos a membrana endotelial por um mecanismo
de interagdo com moléculas de adesdo especificas no endotélio (como as moléculas de
adesdo intercelular 1 e 2 - ICAM-1 e ICAM-2, respetivamente -, a molécula de adesao

vascular celular 1 - VCAM-1 -, entre outras). (21)

Depois da adesdo, as selectinas sdo proteinas transmembranares que tém um
papel importante no processo de “rolamento” dos neutréfilos ao longo do endotélio.
Enquanto que os neutréfilos expressam a sua superficie a L-selectina e o ligando
glicoproteico da P-selectina (PSGL1 — do inglés P-selectin glucoprotein ligand 1), a
membrana do endotélio possui proteinas homélogas (homeadamente a P-selectina, E-

selectina e PSGL-1) que vao permitir que o processo de “rolamento” se desenvolva. (21)

No entanto, hd mais vias que permitem o “rolamento” dos neutrofilos, visto que
foi demonstrado que a inibicdo destas selectinas ndo impede o processo inflamatdrio

(e, por interpolagao, o “rolamento”). (21)

Enquanto o processo de migragao se desenrola, os neutréfilos vao libertando
substancias indutoras de morte celular (proteases, espécies reativas de oxigénio — ROS,
do inglés reactive oxigen species - entre outras discutidas posteriormente), que acabam
colateralmente por afetar o endotélio e o epitélio, sendo um dos mecanismos

envolvidos na disfuncdo da barreira alvéolo-capilar. (19)

Ao atingirem o foco da inflamacdo, os neutréfilos libertam com maior
intensidade os seus produtos (citocinas, proteases, mieloperoxidades), que, por sua vez,
fazem o upregulation dos recetores para as moléculas de adesdo supracitadas,
exacerbando o fendmeno de quimiotaxia e, por ineréncia, a permeabilidade vascular e

epitelial. (20)

Todos estes fendmenos acerca do recrutamento destas células imunitdrias para

0 espago pulmonar estdo elucidados na figura 2.5.
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2.4.2.2.1. Proteases de serina

A libertacdo de protéases de serina por parte dos neutréfilos possui uma
relevancia ébvia no contexto da LAP/SDRA. A elastase do neutréfilo (NE, do inglés
neutrophil elastase) é uma enzima que, por um lado, comunga com o sistema imunitario
em prol da defesa contra infecdes bacterianas, mas, por outro, e quando libertada em
excesso, tem a capacidade de causar danos aos tecidos humanos. Ha vdrios mecanismos
onde a NE pode atuar. A clivagem proteolitica das VE-caderinas (com consequente
aumento da permeabilidade desta membrana) pode ser-lhe atribuida mas,
concretamente, no pulmdo ndo sé degrada proteinas surfactantes (SP-A e SP-D,
importantes fatores anti-inflamatérios que atuam na clearance de neutrdfilos
apoptéticos), como também destrdi o recetor CXC-1, componente fulcral no combate a

infecdes pulmonares. (21,23)

Mais, a NE pode inclusive induzir a apoptose de pneumdcitos e/ou estimular a
sintese de mais quimiocinas, podendo a severidade da LAP/SDRA ser inferida tendo em

conta os niveis de NE no FBA. (21)

Hagio e seus colaboradores mostraram que o sivelastat (inibidor da NE
extracelular) ajudou a impedir a progressao da permeabilidade alveolar em hamsters
com LAP induzida por S.pneumoniae, causando inclusive uma reducdo da carga
bacteriana, embora o farmaco testado ndao possua propriedades antibacterianas, o que
pode colocar a hipdtese desta molécula reequilibrar o racio entre a NE que é

indispensavel e aquela que é prejudicial. (23)

2.4.2.2.2. Metaloproteinases

As metaloproteinases (MMP) sdo endopeptidases que tém um papel ativo em
diversas vias celulares. No contexto da LAP, as mais referidas sdo a MMP-2 (gelatinase
A), a MMP-9 (gelatinase B) e a MMP-8 (colagenase 2), estando todas armazenadas no
conteudo granular dos neutréfilos. Todas possuem propriedades anti-inflamatorias,
estando cientificamente demonstrado o seu potencial a nivel da redugdo dos niveis e,

consequentemente, da atividade de citocinas e quimiocinas. No entanto, como as MMP

23



tém fungGes muito especificas que variam, por vezes, antagonicamente entre si, ndo se

consegue sustentar a hipétese de constituirem um alvo terapéutico. (21)

2.4.2.2.3. Polipéptidos catidnicos

Os neutrdfilos libertam igualmente para o meio extracelular polipéptidos
cationicos. Muito se tem debatido sobre o papel da lactoferrina, que estd em
concentra¢des elevadas nos neutréfilos quando comparada com a da circulagdo
sistémica. Este polipéptido, para além de possuir propriedades antifungicas, antivirais e
antimicrobianas, possui uma atividade moduladora da inflamacdo: se, por um lado, inibe
a migracao de neutrofilos e eosindfilos (principalmente quando é libertada de células
apoptéticas), por outro estimula a migracdo de mondcitos e ja demonstrou também
intervir na produgdao de mediadores pro-inflamatérios, nomeadamente citocinas da
familia das proteinas inibidoras do macréfago (MIP-1 e MIP-2), porventura por liga¢do a

recetores TLR-4, embora este mecanismo nao esteja totalmente esclarecido. (21)

Outros polipéptidos como a catelicidina humana (LL-37), defensinas e
azurocidina também s3do importantes, sendo a sua atividade considerada como pro-

inflamatoria. (21)

2.4.2.2.4. Espécies reativas de oxigénio (ROS) e de azoto (NOS)

O papel das ROS e NOS estda muito bem descrito no que concerne a fagocitose,

sendo libertados apenas para o fagossoma aquando deste processo. (21)

Apesar do seu contributo como fatores de defesa do organismo, tem-se vindo a
descobrir outras vias de atuacdo das NOS e ROS, nomeadamente no que diz respeito a
sinalizagdes celulares envolvidas na homeostase, proliferacao e diferenciacao celular, e
ainda em respostas inflamatdrias e imunitdrias, porque possuem caracteristicas
indicadas para tal: (i) tamanho reduzido; (ii) enorme capacidade de difusao e (iii) o seu

processo de sintese e degradacdo é célere. (26)
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De facto, a capacidade destas ROS e NOS em modificar o equilibrio redox das
células pode implicar alteragbes na regulacdo de recetores, atividades enzimaticas,

ligacdo de fatores de transcricdo e expressao de genes. (26)

No entanto, e segundo o processo de “sinalizagao redox”, os neutrofilos quando
estimulados podem libertar pequenas quantidades de ROS e NOS para o meio
extracelular, assegurando um efeito paracrino, causando a modificagdo de conteludos

celulares como lipidos e proteinas, por meio de reagdes oxidativas. (21)

As ROS e NOS, aquando de uma resposta inflamatdria caracteristica da LAP, vao
servir como moduladores de lipidos e proteinas cinases e fosfatases, recetores
membranares, canais idnicos e fatores de transcricdo, incluindo o recetor nuclear para
a transcricdo das proteinas de adesdo (NF-kB, importante na modulacdo de citocinas e

quimiocinas). (26)

Existem diversas vias celulares para a producao de ROS, entre as quais se
destacam a NADPH oxidase, a cadeia transportadora de eletrdes na mitocondria (sendo
que as mitocondrias possuem as suas proprias superoxido dismutase — SOD - para as
neutralizar), o metabolismo do acido araquiddnico (quer pela lipooxigenase quer pela
ciclooxigenase) e a sintase do mondxido de azoto (que participa, por exemplo, na

conversdo da L-arginina em L-citrulina, com formacao de NO*). (26)

O papel destas moléculas esta bem documentado em modelos animais, estando
a sua concentracdo plasmatica e pulmonar igualmente relacionado com a severidade da

LAP/SDRA. (21)

Portanto, e em suma, o papel dos neutrdéfilos passa por libertar moléculas
citotoxicas (enzimas granulares, ROS, citocinas, entre outras) que levam a necrose

celular e a uma lesdo caracteristica de SDRA. (27)

Contudo, os macrdfagos também se assumem como um fator relevante, ndo sé
na exacerbacdo da inflamacdo como na sua propria resolugdo. (19) Os macréfagos
alveolares sdo a principal fonte de quimiocinas, produzindo IL-8, péptidos derivados do
oncogene regulador do crescimento (GRO) e CXCL-5 (21). Outras quimiocinas como

CXCL-8, CXCL-1, CXCL-5 e CCL-2 provocam a sua ativacdo, estando em concentrac¢ées
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elevadas no FBA de pacientes com LAP, havendo estudos que assinalam a sua

importancia como fator preditivo do outcome. (19)

Portanto, a fungdo fisiopatoldgica dos leucdcitos na LAP/SDRA é importante para
uma concecgao tedrica da doenga mas, mais importante, abre espaco a novos alvos

terapéuticos a aprofundar. (22)

Factos como no FBA os LPMN poderem atingir 80% do total de células detetadas,
em contraste com os 3% verificados em pessoas saudaveis ndo devem ser ignorados,
pelo que estudos que permitam reconhecer quais os alvos terapéuticos mais adequados

para posterior intervencdo farmacoldgica sdo da mais extrema importancia. (28)

2.4.2.3.  Avrelevdncia da morte celular programada

Em primeiro lugar, é importante referir que a apoptose é um tipo de morte
celular programada (embora haja a tendéncia de se referir a estes termos como se
fossem um sd), porque, por exemplo, a oncose também se enquadra neste tipo de

morte celular. (29)

A apoptose é o processo morfologicamente definido como diminuicdo do
tamanho da célula, fragmentacdo nuclear e condensa¢ao da cromatina, sem libertar o
conteudo celular para o exterior (ao contrario do que se sucede, por exemplo, na
necrose). (25) A membrana celular de células apoptdticas mantém-se, geralmente,

intacta. (29)

A apoptose pode ser ativada por duas vias: (i) via extrinseca, mediada por
recetores superficiais de morte celular (CSDR — do inglés cell surface death receptors —
gue sdo da familia dos recetores TNF-a) em que ligandos como TNF-q, FasL, linfotoxina
A, ligando apo-3 e TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand) se ligam a CSDR’s e, por
transducdo de sinal, ocorre a formacdo de um complexo trimérico entre o recetor, a
proteina adaptativa e a procaspase 8, finalizando na sua ativacdo a caspase 8; (ii) ou pela
via intrinseca, sendo este processo ativado em resposta a danos principalmente no DNA,
em que gera um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, com posterior
libertagdo do citocromo c, que se vai conjugar ndo sé com uma molécula adaptadora da

caspase (apoptotic-protease-activating-factor-1) como também a procaspase 9,
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formando um complexo ATP-dependente denominado apoptossoma. Posteriormente,

a procaspase é depois ativada por autoclivagem proteolitica em caspase 9. (25)

Apesar do mecanismo pela qual se desencadeiam ser substancialmente
diferente, ambas as vias estao relacionadas (conforme elucida a figura 2.6.), sabendo-se
igualmente que, no contexto da LAP/SDRA, ambas as vias ocorrem, levando a apoptose
dos pneumdcitos. Para além disso, linfécitos T-citotdxicos e células Natural Killer podem
induzir a apoptose por outras duas vias: a do sistema Fas/FasL e a do sistema
perforina/granzima, que estdo ambas acentuadas durante a fase aguda de LAP derivada

de sépsis. (25)
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Figura 2.6. - Vias intrinseca e extrinseca da apoptose (adaptado de (30))

A apoptose de pneumacitos representa um mecanismo importante de disfuncao
da membrana epitelial alveolar. De resto, durante a fase aguda, verifica-se uma
diminuicdo de tamanho com consequente condensac¢dao da cromatina nos pneumacitos

de tipo I. (25)
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A ativacdo da via Fas/FasL, para além da necrose causada por isquemia, fatores
bacterianos e/ou imunitdrios, é de extrema importancia na lesdo epitelial alveolar. Esta
via, quando ativada, também estimula a resposta pré-inflamatdria dos neutréfilos, ja
que os expdem a estimulos adicionais. Quer o Fas quer o FasL podem estar sob a forma
ligada a membrana ou como fator soluvel (sFas e sFaslL), existindo diferencas
principalmente a nivel do recetor, isto é, enquanto que o Fas ligado a membrana induz
a apoptose, a sua forma soluvel inibe-a (porventura por diminuir a quantidade de FasL

disponivel para se ligar ao recetor membranar). (25)

Em modelos de LAP induzida por endotoxina, verificou-se um aumento da
expressao de Fas nas células pulmonares bem como o recrutamento de outras células
produtoras de Fas para o local. Em animais em que foi provocada a deficiéncia nesta via

verificou-se haver um menor grau de apoptose por parte dos pneumécitos. (25)

Relativamente a pacientes, quer as concentragdes de sFas quer as de sFaslL estdo
mais aumentadas no fluido edematoso pulmonar do que no plasma, verificando-se uma
capacidade de upregulation deste sistema exclusivamente no tecido pulmonar.
Adicionalmente, verificou-se que o sFasL estd em concentracdes elevadas no FBA de

pessoas com SDRA, ainda mais elevadas nas que vieram a falecer.(25)

O tipo de estimulo a que uma célula estd sujeita pode influenciar o tipo de
mecanismo apoptoético ativado: o lipopolissacarido (LPS) estd relacionado com a via
Fas/FasL; hiperdxia e isquemia com ROS; e exposicdo prolongada a mediadores
inflamatdrios com a ativacdo de protéases. Por exemplo, a angiopoeitina-2 é um fator
de crescimento que estd relacionado com as vias intrinsecas e extrinsecas da apoptose,
promovendo essencialmente uma desestabilizacdo dos vasos sanguineos, aumentando
a sua permeabilidade e induzindo a apoptose de células endoteliais. A sua expressao é
induzida essencialmente em situacdes de hiperdxia, sendo que a diminuicdo da sua
expressao em ratos melhorou o seu outcome em relagao ao fenémeno inflamatério, a

mortalidade, a morte celular, entre outros. (29)

E importante salientar que o equilibrio entre fatores apoptdticos (Fator de
transformacdo do crescimento beta - TGF-B - e angiotensina Il, por exemplo) e anti-
apoptoticos (SP-A e decoy receptor 3, entre outros) é importante para determinar o grau

de lesdo epitelial. (25) De resto, a inibicdo da apoptose pode ter efeitos benéficos, na
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medida em que perpetua a funcdo fagocitaria dos LPMN’s. No entanto, pode levar a um
processo inflamatdrio que tarda em cessar, o que se acaba por se traduzir num cenario
prejudicial. Os LPMN’s normalmente tém um tempo de vida a rondar as 24 horas na
circulagao periférica. Porém, nestes processos inflamatdrios, a apoptose é retardada por

G-CSF, GM-CSF, IL-1B e IL-8, aumentando o seu tempo em circulacdo. (28)

Para além disso, existem diversos marcadores apoptdticos aumentados em
pacientes com LAP e SDRA (p53, caspase 3, entre outros) comparativamente a

individuos que possuem uma fungao respiratdria normal. (25)

A GM-SCF é uma citocina que possui multiplas fontes, desde mondcitos,
eosindfilos, linfécitos T e até fibroblastos pulmonares, sendo que niveis plasmaticos
aumentados de GM-SCF apds trauma podem levar a uma maior predisposicdo para
SDRA, na medida em que fica inibida a apoptose dos LPMN, por inibi¢cdo da via Fas/FasL.

(25,28)

Por outro lado, a clearance das células apoptdticas também é um ponto fulcral.
O reconhecimento por parte dos macrofagos parte essencialmente da ligacdo a
moléculas de superficie, entre as quais o CD44. Esta demonstrado que o processo de
fagocitose pelos macréfagos alveolares inibe a sua sintese de citocinas pré-inflamatérias
(IL-1B, IL-8, IL-10, GM-CSF e TNF-a) e aumenta a producdo de mediadores anti-
inflamatdrios (TGF-1B, prostaglandina E2 e o fator de ativacdo das plaquetas - PAF).
Portanto, um aumento do processo fagocitario pode levar a resolucdo do processo
inflamatdrio por diminuicdo da capacidade pré-inflamatéria dos macrdéfagos alveolares.

(25)

Portanto, hd imensas vias pelas quais se pode atingir a reducdo da inflamacdo
em casos de LAP/SDRA: anticorpos anti-TNF-a, inibidores da NE, ou outras estratégias a
nivel celular como, por exemplo, alterando as funcdes dos neutréfilos e dos macrofagos
alveolares. No entanto, novas areas como os fatores pré-apoptéticos tém vindo a
erguer-se como passiveis de serem incluidas na racionalizacdo de novas terapéuticas.
(31) O facto de a mitocondria ser um ponto-chave na regulacdo de ambas as vias (ja que
ambas intervém na permeabilidade deste organelo) pode também ser um fator a

explorar para atenuar a apoptose que se verifica neste tipo de pacientes. (29)
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2.4.3. Ativacdo da cascata da coagulacao

Sendo a LAP/SDRA uma patologia que envolve multiplos mecanismos, cedo se
tentou verificar as suas implicacdes nas vias de coagulacdo. Apds um estudo multi-
institucional, verificou-se que, de facto, ha uma modificagcdo a nivel dos fenédmenos da
coagulacdo e fibrindlise, nomeadamente a nivel da ativacdo da proteina C e do inibidor
da ativacdo do plasminogénio-lI (PAI-I, do inglés Plasminogen activatior inhibitor-1).
Estes dois fatores ndo so sao indicativos da mortalidade e morbilidade como também
da proépria progressao da doenga, na medida em que se verificou que individuos com
niveis plasmaticos mais baixos de proteina C e/ou com uma forte inibicdo do
plasminogénio-l necessitavam de ventilagdo durante um maior periodo de tempo e

tinham uma maior probabilidade de desenvolver FMO. (32)

A proteina C assume um papel fundamental na cascata da coagulacdo, na medida
em que, apdés formacdo do complexo trombina-trombomodulina, é induzida a sua
ativacdo, denominando-se, a partir dai, proteina C ativada (APC, do inglés activated C
protein). Esta molécula vai diminuir a producdo de outros fatores endégenos que, em
funcdo da sua menor concentracdo, reduzem o estimulo para a formacdo de trombina.
A trombina, por sua vez, é responsavel pela ativacdo de vias que aumentam a sua
prépria producdo, pela migracdo e proliferacdao de leucdcitos e pela regulacdo do téonus
muscular. Adicionalmente, em conjunto com o fibrinogénio, promove a fibrose
tecidular, facto que esta bem patente na fisiopatologia da LAP/SDRA, na medida em que,
como consequéncia dos baixos niveis de proteina C, ndo hd espaco para a inibicdo da

coagulacdo e da fibrose. (32)

De resto, na figura 2.7. estd discriminado todo este processo da ativacdo da

proteina C e do seu impacto nas vias da coagulacao.

Adicionalmente, a APC possui propriedades anti-inflamatorias (através da
inibicdo do NF-KkB que, por sua vez, inibe a migracdo dos neutroéfilos para o local lesado),
anti-apoptoéticas (inibe o gene que codifica a proteina p53, que é um importante
supressor tumoral) e profibrinoliticas (ao ligar-se ao PAI-l, aumenta a capacidade

enddgena de clivar as ligacGes de fibrina e de liquidar coagulos entretanto formados).

(1)
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Relativamente a PAI-I, a sua elevada concentragdo no contexto da LAP/SDRA é
concordante com os fendmenos verificados, visto que, quando o plasminogénio é
ativado, transforma-se em plasmina que, por sua vez, cliva as liga¢cdes de fibrina e,
consequentemente, impede o desenrolar de processos fibréticos. A inibicao da ativagdo
deste processo, portanto, leva a uma maior deposicdo de fibrina, conferindo grandes

regides fibroticas aquando de uma lesao desta envergadura. (32)
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Figura 2.7. Fenémeno da ativagao da proteina C no processo de coagulagao (adaptado de
(33)
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Tabela 2.4. Fisiopatologia do Sindrome de Dificuldade Respiratéria Aguda (adaptado de

(1))




2.5. Consequéncias fisiopatoldgicas

E interessante verificar que as principais consequéncias a nivel de morbilidade
nao estdo associadas a intervencgao clinica a nivel da fase aguda da doenca, isto é, ndo
estdo relacionadas com a disfunc¢do pulmonar que se verifica no curso inicial da doenca
mas sim com os processos subsequentes a esta etapa da LAP/SDRA (nomeadamente a

nivel neuromuscular, cognitivo e fisioldgico).(9)

Uma das principais dificuldades em estudar os outcomes é separar os quatro
principais fatores que podem influenciar a morbilidade a curto prazo: o estado de saude
anterior a doenca; os fatores de risco associados a LAP; a prépria LAP e os tratamentos

aplicados, algo que os (ainda poucos) estudos nao conseguiram efetuar. (9)

As consequéncias que remanescem da LAP/SDRA podem resumir-se em trés
vertentes fundamentais: qualidade de vida, consequéncias fisicas e consequéncias

neuroldgicas.

2.5.1. Qualidade de vida

Numa meta-analise levada a cabo por Dowdy et al (34), podem-se constatar uma

série de dados relativamente a este aspeto:

(i) A qualidade de vida em diferentes populagdes com LAP é diferente;

(ii) A recuperacgao dos pacientes tende a ser mais especifica, incluindo fatores
como a propria terapéutica utilizada e o tipo de cuidados prestados no
ambulatério;

(iii) Pacientes com LAP tém uma redugdo de qualidade de vida
guantitativamente semelhante a outras que possuem doengas agudas

igualmente alvo de intervencdo nos cuidados intensivos;
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2.5.2. Consequéncias fisicas

No capitulo das consequéncias fisicas, podem dividir-se em sequelas pulmonares
a longo prazo (em que a maioria acaba por ndo desenvolver disfuncdo pulmonar a longo
prazo devido ao cardter agudo desta patologia) e em sequelas musculo-esqueléticas.
Estas ultimas, no maximo, atingem 66% das pessoas, nomeadamente na sua capacidade

para efetuar exercicio. Temos assim:

(a) Polineuropatia derivada de doenca aguda (CIP) e miopatia derivada de doenca
aguda (CIM) que tém 60% de prevaléncia e que resultam essencialmente da
ventilacdo mecanica a que o doente estd sujeito, sendo que, por se tratar de uma
intervencdo auxiliar e que substitui os mecanismos fisioldgicos, acaba por

atrofiar os musculos, resultando, assim, neste quadro clinico. (9)

(b) Ossificagao heterotrépica, que é uma condigdo existente em 5% dos pacientes e
gue se caracteriza por uma deposicdo ectdpica de tecido 6sseo nas articulacoes,
causando disfuncdo articular, sendo uma situagao que pode ser resolvida com

intervencdo cirurgica. (9)

2.5.3. Consequéncias neuroldgicas

Neste tdépico, estdao conjugados fatores de natureza mais emocional, na medida
em que a propria funcdo psicoldgica do individuo pode ficar afetada numa fase posterior

a patologia. (9)

Pessoas que experienciaram esta doenca sdo, muitas vezes, diagnosticadas com
depressao, ansiedade e stress pds-traumatico, havendo varios estudos que relatam um
quadro de depressao em, no maximo, 50% dos pacientes um ano apds a doenga,
havendo um ligeiro aumento percentual quando o intervalo de tempo atinge os 2 anos.

(35,36)

Estas mesmas consequéncias neuroldgicas possuem uma causa que ainda nao
estd completamente estabelecida, na medida em que é dificil escrutinar se sdo devido a

lesGes cerebrais induzidas pela prdpria LAP ou simplesmente pela exposicdo da pessoa
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a uma situacdo traumatica e de extrema gravidade e que colocou em risco a sua propria
vida, levando a uma grande carga emocional. A combinagao entre estes dois pontos de

vista é, também, uma forte possibilidade. (9)

2.6. Resolugdo da LAP/SDRA

A resolucdo de um episédio de LAP ou de um contexto de SDRA passa por trés
fases fundamentais: a clearance do fluido edematoso presente nos alvéolos, a remogao
das células inflamatédrias e a reparacao do epitélio alveolar, estando todas as fases a
ocorrer simultaneamente, ndo havendo, portanto, uma sequéncia temporal entre estes

processos. (13)

Para a clearance do fluido rico em proteinas que estd em quantidade abundante
nos alvéolos, existe uma forte contribuicio do fluxo de iGes cloro. Este fluxo é
essencialmente controlado por recetores membranares, entre os quais recetores GABA
sensiveis ao cloro. (37) Chintagali e Liu estimularam estes mesmos recetores GABA e
verificaram uma reducdo do edema alveolar, pelo que se pode inferir que a agonizacao
deste tipo de recetores pode servir como efeito protetor da LAP, principalmente aquela

provocada pela ventilacdo mecanica. (38)

Por sua vez, os macréfagos alveolares assumem uma preponderancia elevada,
visto que sdo os que estdao envolvidos na clearance nao sé dos detritos celulares como
também das préprias células entretanto degradadas. Este processo de recrutamento
envolve um conjunto de células (endoteliais, estromais e parenquimatosas) e a
expressao por parte destas de moléculas de adesdo a sua superficie, para além da ja
abordada sintese de quimiocinas e citocinas. (19) No entanto, a eliminac¢do de leucdcitos
através do mecanismo de apoptose espontanea por secrecdo aumentada de FasL é um

dos mecanismos propostos para a resolucdo da resposta inflamatéria na LAP. (39)

Simultaneamente, a reparacao do epitélio alveolar depende da quantidade de
pneumdcitos de tipo Il que resistiram ao processo inflamatdrio grave e que, mesmo
assim, relnem 0s mecanismos necessarios para se diferenciarem nos seus analogos do

tipo I. A reparacdo do epitélio também estd dependente de outras vias, podendo até
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envolver o recrutamento de células estaminais residentes no local da inflamagdo e
também aquelas presentes na medula éssea, ja que alguns estudos demonstraram que
o recetor CXC4, presente a superficie de células estaminais derivadas da medula dssea,
interage com CXCL12 (stromal-derived factor 1), uma proteina expressa pelas células
pulmonares lesadas. Mais, as células estaminais podem também migrar para locais
contendo uma elevada concentracdao de mediadores pré-inflamatérios (TNF-a, IL-8),
uma vez que também podem expressar esses recetores. (19) A discussdo mais
aprofundada do papel das células estaminais no contexto da LAP/SDRA sera abordada

posteriormente.

Outros fatores humorais, como o Kruppel-like factor 4 (KLF-4) também tém
demonstrado um papel relevante na resolucao da doenca. Este fator em especifico, por
exemplo, mostrou ter uma fungdo transcricional importante na manutencao das junc¢des
interendoteliais, através da regulacdo da expressdo das caderinas endotélio-vasculares.

(18)

Estes trés processos de resolugao estdo explicitados na figura 2.8.
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Figura 2.8. Processo de resolugao da Lesao Aguda do Pulmao. (A) A eliminagao do fluido
edematoso presente no espago alveolar é levado a cabo por transportadores de sédio e
cloro para o intersticio, criando um mini-gradiente osmético. (B) Quanto ao processo
inflamatério, a sua resolugao requer a remogao de neutréfilos das vias aéreas, processo
esse que é levado a cabo pelos macréfagos alveolares. Este processo de clearance
leucocitaria pode ser aumentada pela produgao de TGF-f por parte de alguns linfocitos T.
(C) Para o restauro da barreira alveolar, é necessaria uma proliferagao acentuada dos
pneumadcitos de tipo Il, que se diferenciam nos seus analogos de tipo | (adaptado de (13))
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3. Terapéutica da LAP/SDRA

3.1. Abordagem Nao-Farmacoldgica

Muitas sao as abordagens utilizadas para o controlo de sintomas e consequente
reducdo da morbilidade e mortalidade inerentes a LAP/SDRA. A terapéutica ndo-
farmacoldgica passa, essencialmente, pelo controlo hemodinamico, suporte de oxigénio

e controlo de fluidos. (40)

Um dos aspetos mais controversos na LAP/SDRA prende-se com o que se
considera um “6timo controlo de fluidos”, havendo, atualmente, duas visdes distintas

para o controlo de fluidos de pacientes com esta patologia:

(i) Um baixo volume de fluidos tem como funcdo proteger os pulmdes
(diminui o edema pulmonar, aumenta a complacéncia pulmonar e
verifica-se um aumento das trocas gasosas) (40);

(ii) Um alto volume de fluidos tem como objetivo melhorar o output cardiaco
bem como a perfusdo de 6rgaos (melhorando, consequentemente, a

funcdo renal) e a oxigenacdo dos tecidos. (40)

Perante estes factos, e apesar do aumento de fluido nos pulmdes estar associado
a um pior progndstico, tem sido dificil equilibrar o risco/beneficio do aumento do edema
pulmonar versus a diminuicao da perfusao dos 6rgaos resultante de uma baixa pressao

intravascular. (41)

3.1.1. Ventilagdo mecanica

A ventilacdo mecanica, para além da conservacao de fluidos, sdo as Unicas
intervengdes que, atualmente, demonstraram reduzir a mortalidade e a morbilidade da
LAP/SDRA, pois preserva as propriedades da barreira endotélio-capilar presente nos
alvéolos. (13) Muitas sdo as estratégias implementadas para fazer face a esta patologia.
Porém, o facto de cada uma possuir vantagens e limita¢cdes faz com que ndo haja uma

Unica intervencdo considerada primordial.
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Volumes correntes de oxigénio versus volumes tradicionais: Este tépico, porventura, é
0 que mais discussdo tém proporcionado a comunidade cientifica, visto que a aplicagao
de volumes correntes tém um maior efeito protetor pulmonar, enquanto que os
volumes tradicionais sdao mais Uteis do ponto de vista de uma melhor oxigenagao dos

tecidos.(41)

Ndo obstante, verifica-se que a ventilagdo com volumes correntes de oxigénio
provaram reduzir a mortalidade de 40% para 31% (42), prevenindo o desenvolvimento
de LAP e atenuando a ativagdo da resposta imunitdria, havendo diversos estudos que
comprovam que diminuem, essencialmente, a concentracdo de citocinas pro-

inflamatarias. (43)

De facto, os estudos inicialmente realizados ndo se revelavam consistentes,
havendo uns que relatavam um efeito protetor utilizando volumes correntes, em
contraste com outros que ndo detetavam melhorias significativas. No entanto, as
duvidas dissiparam-se num ensaio clinico levado a cabo pela National Heart Lung and
Blood Intitute (NHLBI) envolvendo 861 pacientes com LAP/SDRA, em que estes foram
randomizados para posterior aplicacdo de volumes de 12 ml/Kg ou de 6 ml/kg, tendo-se
verificado uma redugdo de 22% da mortalidade em pacientes que recebiam volumes

reduzidos. (40,42)

Mesmo assim, e apesar da utilizacdo de volumes reduzidos de protecao
pulmonar ser, até ao momento, a Unica intervencao em que esta comprovada a reducdo
da mortalidade, a sua introducdo na pratica clinica continua a ser feita muito
timidamente: um estudo feito por Weinert dois anos apds a publicacdao dos dados
recolhidos pelo ensaio da NHLBI concluiu que o volume médio administrado aos

pacientes rondava os 10 ml/kg. (40,44)

Elevada PEEP versus baixa PEEP: Utilizando uma PEEP baixa, ha um maior esforgo por
parte da zona do pulmdo que ndo foi afetada, constituindo, assim, um maior risco de
agravamento da lesdo induzida pela ventilacdo. Em contraste, uma PEEP elevada (“open

lung strategy”) pode minimizar as hipdteses desta lesdo ocorrer, na medida em que, ao
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manter a pressdo alveolar superior a pressdo atmosférica, impede o colapso alveolar e
melhora as préprias trocas gasosas, levando, consequentemente, a uma maior taxa de

oxigenacdo. (45)

Para além disso, o NHLBI conduziu um estudo com 519 pacientes com LAP/SDRA
e que estavam a ser ventilados recorrendo a volumes correntes de oxigénio e testaram
os efeitos de uma PEEP elevada com uma PEEP baixa, ndo encontrando, posteriormente,
diferencas a nivel de sobrevivéncia, propondo, no final, que talvez o ideal seja a

utilizacao de um valor de PEEP moderado. (45)

Outras estratégias: Tém sido estudadas outras alternativas para além das duas
vertentes acima enunciadas, das quais se destacam a oxigenacdo membranar
extracorporal (em que estudos prospetivos em pacientes com LAP/SDRA ndo
demonstraram ainda ter utilidade), o decubito dorsal e a ventilagdo oscilatéria de alta
frequéncia. No entanto, estas necessitam de mais estudos para comprovar a sua real

utilidade neste contexto. (40)

3.1.2. Decubito ventral

O uso do decubito ventral foi pela primeira vez descrito em 1974, sendo que os
primeiros estudos do seu efeito ndo retiraram conclusées motivadoras. (46) Contudo,
verificou-se que tal era devido a falta de critérios mais seletivos (por exemplo, foram
incluidos pacientes com SDRA ligeira; a duracdo do decubito ventral era demasiado curta
e, na altura, ndo se conheciam outros efeitos protetores, como um baixo volume de

PEEP). (47).

Este procedimento é bastante utilizado quando se pretende proteger o pulmao,
visto que a distensdo alveolar varia consoante a gravidade e as relagcdes anatdmicas com
a caixa tordcica e com o coracao. Durante o decubito ventral, ha, portanto, uma redugao
do peso efetuado pelas zonas colapsadas do pulmao e pelo préprio coracdo contra as

regides funcionais, mantendo, consequentemente, a perfusdo pulmonar intacta. (47,48)
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Estudos mais recentes verificaram que o decubito ventral diminui a mortalidade
quando esta associado a uma ventilagdo protetora (baixos volumes), apresentando um
risco relativo de 0,74 quando comparado com o decubito ventral enquanto intervencao
isolada. Concomitantemente, concluiu-se que o decubito ventral, quando associado a
volumes altos, ndo afeta a mortalidade (risco relativo de 0,98). Entretanto, andlises mais
detalhadas constataram que o periodo ideal de tempo nesta posi¢do é, no minimo, 16
horas por dia, tempo a partir do qual se verificaram as reducdes mais significativas da

mortalidade. (47)

Relativamente a outros parametros, notou-se ainda um aumento da relacdo
Pa0;/ FiO; na ordem dos 25 a 36%, o que se revelou consistente com dados anteriores

(48).

N3o obstante os seus efeitos benéficos, hd que ter em consideracdo alguns
efeitos nocivos da exposicdao prolongada a este tipo de postura, sendo muito comuns a
existéncia de Ulceras de pressdo e obstrucdo do tubo endotraqueal. A deslocacdo do
tubo toracostémico é maior em pacientes em decubito ventral, facto esse que pode
ainda ser mais grave em unidades hospitalares que ndo possuam o conhecimento nem

a experiéncia para lidar com estas situacgdes. (47)

3.1.3. Oxigenoterapia

A oxigenoterapia € uma decisdo muitas vezes tomada em doentes em estado
critico e que ndo conseguem respirar de forma eficiente, sendo usadas concentracoes
de Oy superiores ao normal (isto é, valores percentuais que ultrapassam os 21%), por
forma a manter a viabilidade dos 6rgdos vitais e a homeostasia. No entanto, uma
exposicdao a um meio hiperdxido é tdxico para as células, em especial para os pulmdes
(que, perante o stress oxidativo causado, leva a lesdo da barreira alvéolo-capilar), uma

vez que é o 6rgao de maior exposicdo a esta terapéutica.(20)

Portanto, a geracdo de ROS assume-se como o grande problema desta
intervencdo, seja direta ou indiretamente por exacerbacdo de mecanismos

inflamatdrios que, por si sé, geram grandes quantidades de ROS. (20)
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A superoxido dismutase extracelular (EC-SOD ou SOD3) é o principal mecanismo
de combate ao excesso de ROS, sendo uma enzima secretada para o espacgo extracelular
e que esta presente em varios compartimentos. No entanto, a nivel pulmonar, a SOD3
é, em grande parte, produzida pelos pneumdcitos de tipo Il. De resto, os niveis de SOD
estao diretamente relacionados com a sensibilidade individual e com a probabilidade de
desenvolver lesdo pulmonar aquando de tratamentos hiperdxidos. Em modelos
laboratoriais, ratos knock-out para a SOD mostraram-se mais propensos a desenvolver
LAP quando submetidos a oxigenoterapia.(49) Neste mesmo estudo, amplificou-se o
gene para a SOD nas vias aéreas e nos pneumacitos, tendo-se verificado que os ratos

obtinham um maior grau de tolerancia a esta terapéutica. (20)

3.2. Abordagens Farmacoldgicas

Perante as estratégias (essencialmente ventilatérias) estudadas, urge ainda
encontrar alguns agentes de indole farmacolégico que possam complementar as

abordagens acima referenciadas.

Até a data, nenhum agente farmacolégico demonstrou reduzir a mortalidade. A
administracdo de surfactante, de resto, foi das primeiras tentativas descritas na década
de 80 mas, até agora, muitas foram as moléculas estudadas e que nao constituem, por

si sO, uma terapéutica eficaz para a LAP/SDRA. (41)

N3o obstante, o racional terapéutico inerente a grande parte dos farmacos
abaixo descritos tem como base o conceito de que os leucdcitos intervém de uma forma
preponderante na progressao da doenca, abrindo espaco a que novas moléculas possam
ser testadas e, porventura, possam abrir caminho a uma redugdao dos ainda

preocupantes indices de mortalidade e morbilidade verificados atualmente. (22)

3.2.1. Surfactante

O surfactante, um complexo lipoproteico secretado pelos pneumdcitos de tipo
I, € importante na diminuicdo da tensdo superficial dos alvéolos, existindo trés

proteinas associadas ao surfactante: SP-A, SP-B e SP-C. As duas ultimas sdo de menor
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tamanho, intervindo na formacdo da monocamada de surfactante que acaba por
revestir os alvéolos, ao invés da SP-A, uma proteina de maior tamanho e que possui
fungdes mais complexas, principalmente a nivel da regulagdao das vias secretoras e de
reuptake, para além de ter um papel importante em alguns processos de cariz

imunitario. (40)

A terapéutica de substituicdo de surfactante mostrou-se benéfica em criancas
com Sindrome de Dificuldade Respiratéria, uma patologia em que o pulmao, derivado
do seu grau de imaturidade, ndo consegue produzir surfactante. No entanto, o cendario
em quadros de LAP/SDRA é mais complexo, visto que ha todo um processo inflamatério
e produtos libertados pelas células (ROS, por exemplo) que diminuem drasticamente a
guantidade de SP-A e SP-B no pulmdo, aumentando a tensdo alveolar, o que pode

provocar atelectasia e diminuicdo da complacéncia pulmonar. (40)

Diversos estudos tentaram verificar a viabilidade da introducao desta
terapéutica na pratica clinica. Enquanto ensaios de fase | e Il demonstraram uma
melhoria na oxigena¢do e uma tendéncia para a diminuicdo da mortalidade, existem
atualmente ensaios de fase lll que apontam para a ndo existéncia de qualquer utilidade
terapéutica. Tal presuncdo pode ser explicada por vdrias vertentes: a dose administrada
pode ter sido insuficiente; a prépria biodisponibilidade do surfactante é muito reduzida
(apenas 5% atinge os alvéolos apds administragdo endobronquial); o facto de se ter
utilizado um surfactante artificial pode ter influenciado as conclusGes (é sempre
preferivel recorrer a surfactante de origem natural) e, por ultimo, a prépria tendéncia
para o surfactante se depositar em alvéolos funcionais e ndo em alvéolos danificados.

(40)

3.2.2. Vasodilatadores inalados

A LAP/SDRA é caracterizada por uma vasoconstricdo acentuada em regies do
pulmao ndo-ventiladas concomitante com fendmenos de vasodilatacdo nas regides nao-
comprometidas, causando uma deficiente distribuicdo do fluxo sanguineo pulmonar,
gue, por sua vez, resulta num aumento do shunt “right-to-left” intrapulmonar,

hipertensdao pulmonar e hipoxemia severa. (40)
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Consequentemente, terapéuticas que provoquem, de uma forma mais seletiva
possivel, vasodilatacao nas regides afetadas do principal 6rgao do sistema respiratério
podem auxiliar na reducdo da pressao arterial pulmonar, do shunt pulmonar e num
aumento da razdo PaO,/FiO,. Até agora, foram consideradas duas intervencgdes
farmacoldgicas neste campo: a inalagdo de mondxido de azoto (NO) e/ou de

prostaciclina. (40)

Relativamente ao mondxido de azoto, trata-se, indubitavelmente, de um
potente vasodilatador. Devido ao facto de ser rapidamente inativado por contacto com
a hemoglobina, possui um forte efeito local sem causar efeitos sistémicos significativos.
Devido a esta e outras propriedades promissoras, foram efetuados inUmeros estudos,
inicialmente em modelos animais e, depois, em humanos. (40) Roissaint et al. comparou
em 9 pacientes com LAP/SDRA a inalacdo de 18 ppm de NO versus a administra¢do
intravenosa (V) de prostaciclina (PGl; na proporg¢do de 4 ng/kg de peso) e verificou-se
gue ambas as estratégias tiveram um efeito semelhante a nivel da reducdo da pressao
arterial pulmonar. No entanto, os pacientes aos quais foram administrados NO nao
exibiram efeitos adversos sistémicos de grande magnitude. Adicionalmente,
melhoraram os niveis de oxigenagao e viram diminuida a fragdo do shunt intrapulmonar

de 36% para 31%. (50)

Estas constatacdes promissoras foram testadas com mais afinco, na tentativa de
verificar se, a nivel dos outcomes verificados na pratica clinica, a inalacdo de NO podia
ser algo inovador. Porém, estudos subsequentes demonstraram que, apesar de poder
causar melhorias a nivel da oxigenacdao e no controlo hemodinamico, ndo conseguia
reduzir significativamente os niveis de mortalidade. (40) Mais, como a maioria dos
pacientes com LAP acaba por morrer de disfuncdao multipla de érgaos e nao por
processos de hipoxemia, pequenas alteragbes na oxigenagao podem ndo ser tao

relevantes quanto desejado. (51)

Paralelamente, foram descritos alguns efeitos adversos desta terapéutica,
embora de incidéncia considerada rara, sendo um aumento da metahemoglobinémia e
da concentracdo de didéxido de azoto, aliado ou ndo a um aumento da disfuncdo renal,
os mais frequentes, para além da ébvia sujei¢cdo do individuo a um maior grau de stress

oxidativo. E de ressalvar, no entanto, que estes efeitos costumam surgir em pacientes
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gue ja foram alvo de multiplas administracdes ou em casos em que lhes foram aplicadas

doses de NO superiores ao normal.(51)

Portanto, a evidéncia atual demonstra que a inalacdo de NO ndo tem um impacto
importante nos outcomes clinicos e ndo deve ser recomendado como uma terapéutica
a instaurar num quadro de SDRA. N3o obstante, devido a sua capacidade de melhorar a
oxigenagao, pode ser usada como medida de rescue em pacientes com hipoxemia

refrataria a ventilagdo. (51)

No que diz respeito a prostaciclina (também denominada de PGl;), € um produto
enddgeno resultante do metabolismo do acido araquiddnico, causando vasodilatacao,
inibicdo da agregacdo plaquetaria, conferindo ainda propriedades anti-inflamatdrias

através da inibicdao da ativagao de neutréfilos e macréfagos. (52)

A inalagao de prostaciclina também provoca uma vasodilatagdo seletiva a nivel
pulmonar, com consequente aumento da oxigenac¢ao, diminuicdo da pressao arterial
pulmonar e da resisténcia vascular pulmonar. Atualmente estdo aprovadas pela Food
and Drug Administration (FDA) a PGI, (cuja denomina¢do comum internacional é
epoprostenol, sendo o nome comercial Flolan®), que é usada por via intravenosa no

tratamento da hipertensao pulmonar primaria, e a PGE;. (40)

Estudos envolvendo a administracao de PGl; na forma de aerossol, quando
comparada com a inala¢do de NO, verificaram que ambos tinham um efeito semelhante
a nivel da vasculatura pulmonar e na oxigenacdo. No entanto, verificou-se que o grau de
seletividade da PGl; é dependente da dose, havendo o risco de efeitos adversos
sistémicos para doses maiores, embora o seu tempo de semivida seja reduzido. Aliado
ao facto da dose de PGl; ser dificil de quantificar (quando comparado com o mesmo
processo para o NO), porque as caracteristicas do nebulizador podem variar a dose
administrada, existem atualmente muito poucos estudos que constatem o seu efeito a

nivel do outcome na prética clinica. (40)

Hoje em dia, ndo hd indicios de que a inalacdo de prostaciclina, enquanto medida
terapéutica, reduzam a mortalidade, podendo ser eventualmente usadas em
tratamentos de rescue em detrimento do NO quando se procura uma alterativa mais

barata que este ultimo gés. (40)
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3.2.3. Vasodilatadores sistémicos

Neste campo, destaca-se a administracdo de uma prostaglandina especifica: a
PGEi. Trata-se de uma prostaglandina enddgena que possui propriedades

vasodilatadoras, intervindo igualmente na inibicdo da ativagao neutrofilica. (40)

Quando administrada por via intravenosa, provoca uma vasodilatacdo e
hipotensao sistémica, prendendo-se o beneficio da sua administragdo sistémica com as
suas intensas propriedades anti-inflamatdrias que advém da inibicdo da ativacdo dos

neutréfilos, com consequente diminuigdo da permeabilidade capilar. (40)

Os primeiros estudos a abordarem esta alternativa terapéutica revelaram-se
promissores, na medida em que se verificou uma reducdo dos niveis de mortalidade.
Porém, estudos mais alargados verificaram que, afinal, ndo sé ndo reduzia a mortalidade
como também nado possuia um efeito significativo ao nivel da atividade dos LPMN. Este

facto, porventura, pode ser explicado pela utilizagdo de doses ndo-téxicas. (53-56)

Mais recentemente, tentou-se estudar as potenciais vantagens de formulacoes
lipossémicas contendo PGEi. Contudo, continuou-se a nao verificar uma reducao
significativa da mortalidade, nem dos niveis de oxigenacdo e complacéncia pulmonar,
pelo que se pode inferir que a administracdo intravenosa de prostaglandinas nao

constitui uma terapéutica recomendada para a LAP/SDRA. (40)

3.2.4. Farmacos anti-inflamatodrios

A tissue host defense response (HDR) é um processo de destruicao, diluicdo ou
contencdo de um agente agressor, consistindo em trés passos fundamentais (ver tabela
3.1.): inflamacdo, coagulacdo e reparacao tecidual, passos esses que coincidem com a
evolucao histoldgica verificada na SDRA. Qualquer desregulacdo destes mecanismos
leva a uma exacerbacdo da resposta imunitaria, agravando e atrasando a resolucdo da

patologia.(17)
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Tabela 3.1. Componentes da tissue host defense response (adaptado de (17))

Derivado do grau exacerbado e descontrolado que se verifica no processo
inflamatdrio inerente a LAP/SDRA, seria contraproducente ndo explorar a possivel
implementag¢do de agentes farmacoldgicos que possuem mecanismos de agdo com vista
a diminuir um processo inflamatério. Muitas foram as moléculas estudadas, sendo que
abaixo se apresentam as mais relevantes para o presente e o futuro nesta drea de

intervencao.

Corticosteroides: O complexo formado entre o recetor-a dos glucocorticoides (GR-a) e
o proéprio glucocorticoide (GC-GR-a) é o mais importante inibidor fisiolégico da
inflamagdo. Aquando de um estimulo de carater inflamatdério, o equilibrio entre a
transcricdo do NF-kB e a presencga do GR-a (estimulado pelos GC enddgenos e exdgenos)
é que vai determinar o grau de transcricdo de determinados genes importantes para o

sistema imunitario. (17)



O eixo hipotalamo-hipdfise, aquando da presenca de citocinas inflamatdrias em
excesso, é estimulado a secretar adrenocorticotrofina (ACTH) que induz a sintese de
cortisol por parte das suprarrenais para diminuir a inflamacdo. O cortisol, que nao é
armazenado pelas suprarrenais, é rapidamente introduzido na célula para estimular a
sintese de GR-a, que vai, consequentemente, formar complexos com o NF-kB para
impedir a interagdo deste Ultimo com o DNA (ver figura 3.1.). Durante a SDRA, o efeito
do cortisol enddgeno é reduzido devido a uma diminuicdo da atividade do GR-a, o que
leva a uma exacerbagdo da ativacdao de células imunitarias por parte do NF-KB,

proporcionando um down-regulation da inflamacdo sistémica entretanto gerada. (17)

Os corticosteroides exercem o seu efeito através da ligacdo a recetores dos
glucocorticoides presentes no citoplasma, sendo depois translocados para o nucleo e,
apos dimerizacdo, modulam a taxa de transcricdo de diversos genes responsaveis pela
resposta nao s inflamatdria como também cardiovascular, suprimindo a producao, por
exemplo, de diversas citocinas como IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-a e GM-CSF. Ocorre
também um decréscimo da ativagao de fatores de transcrigao tais como o NF-kB e a AP-
1, que estdo envolvido no up-regulation de diversos genes inflamatérios e que sdo

ativados como sinal de uma resposta inflamatéria extracelular. (57)

Mais recentemente, assumiu-se que os corticosteroides também intervém na
expressao de diversas moléculas de adesdao como a ICAM-1 e a E-selectina, diminuindo
também a sintese de fosfolipase A, ciclooxigenase e a sintase do mondxido de azoto
indutivel, para além de ter um papel significativo na degradacdo de colagénio de tipo |
(havendo, inclusive, um modelo experimental de LAP que comprovou que oS

corticosteroides impedem a deposicdo excessiva de colagénio). (40)

Pensa-se que, no contexto da SDRA, o fator que mais influencia o outcome nao é
a causa etioldgica mas sim a capacidade de resposta imunitaria por parte de cada
individuo, mais concretamente a nivel do NF-kB (responsavel pela transcricdo de mais

de 100 genes). (57)
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Figura 3.1. - Fungao do cortisol e das citocinas pré e anti-inflamatérias na imunidade
humana. A tracejado estao indicados fendomenos de inibigao, enquanto que, com um trago

continuo, estao representados fenémenos de ativagao (adaptado de (57))

Relativamente a ensaios clinicos, diversos testaram o uso deste tipo de
moléculas enquanto medida profilatica para a LAP.(40) Weigelt constatou, em 1985, que
pacientes com elevada probabilidade de desenvolverem SDRA e nos quais foi
administrado, por via intravenosa, metilprednisolona (na dose de 30 mg/kg de peso
durante 6h ou 48h) ndo s6é desenvolveram com maior frequéncia SDRA como também
sofreram de um maior nimero de complicacdes de origem infeciosa, quando
comparados com o grupo placebo. No entanto, ndo se registaram diferencas a nivel da
mortalidade (58). Dois anos mais tarde, um estudo levado a cabo por Bone et al. concluiu
as mesmas premissas, s6 que, adicionalmente, conseguiu verificar que pacientes que
recebiam metilprednisolona (na dose de 30 mg/kg de peso durante 6h ou 24h) tinham

uma maior taxa de mortalidade que a do grupo placebo. (59)
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Mais recentemente, outros ensaios clinicos tém vindo a suportar o paradigma de
que ndo ha efeitos benéficos na administracdo de corticosteroides nas fases precoces
de LAP. (40) Num ensaio clinico de 2006 com 180 pacientes com SDRA persistente
durante 7 dias, ndo foram encontrados beneficios a nivel da mortalidade. Entretanto,
notou-se uma melhoria da fisiologia pulmonar passados 3 a 7 dias da administracdo de
metilprednisolona. Mesmo assim, apesar de se notarem melhorias também a nivel do
namero de dias (hum espaco de um més) sem necessidade de ventilacdo e/ou sem
permanecer nos cuidados intensivos, a dura¢do do tempo de internamento ndo sofreu

alteracgGes significativas. (60)

Ainda reportando para este mesmo estudo, pacientes que receberam
metilprednisolona conseguiam mais precocemente respirar sem qualquer tipo de
assisténcia. N3o obstante, a probabilidade de voltarem a necessitar de ventilacdo
verificou-se maior, sendo que neste aspeto pode estar a “chave” pela qual a promissora
utilidade de corticosteroides ndo se reflete nas taxas de sobrevivéncia, ja que a
necessidade destes pacientes em voltarem a ser assistidos para permitir a respiracao
resulta de complicacbes relacionadas com a terapéutica: aumento da gravidade (e ndo
da incidéncia) de neuromiopatia, choque derivado da interrupcao destes farmacos, e

ainda complicacdes que derivam de uma fibroproliferacao acentuada. (60)

Estudos subsequentes verificaram que a administra¢do de glucocorticoides deve
ser efetuada por perfusdo, para um melhor controlo das variacGes da glicémia, e deve
ser evitada a coadministracdo de outros dois grupos de medicamentos: bloqueadores
neuromusculares (para minimizar a fraqueza neuromuscular adjacente ao tratamento)
e etomidato (ja que inibe a sintese de cortisol). Verificou-se também que o aumento do
risco para infe¢cdes secundarias apenas advém da utilizacao de doses maiores e ndo em

doses moderadas. (17,60)

Em modelos de LAP, notaram-se efeitos benéficos a nivel da clearance do edema
pulmonar e da excessiva producdo de colagénio, desde que a administracdo de
corticosteroides fosse prolongada. Portanto, ndo sé é importante prolongar o
tratamento como também ndo descontinua-lo, pois os efeitos nefastos que dai advém

podem agravar a situacdo do paciente. (57)
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O facto de os corticosteroides ndo serem recomendados para a fase precoce da
LAP fez com que se desenhassem estudos observacionais e ensaios clinicos visando o
seu efeito na fase tardia da doenca. Porém, chegou-se a mesma conclusdo de que estes
farmacos ndao devem ser utilizados quer como meio profilatico, quer como estratégia

terapéutica para ambas as fases (precoce e tardia) da LAP. (40)

Cetoconazol: Para além das suas propriedades antifungicas, o cetoconazol é um
importante inibidor da sintese de tromboxanos A2 (que se assumem como um potente
vasoconstritor e mediador da LAP induzida por sépsis) e de leucotrienos. Para além
disso, foi demonstrada a sua capacidade de inibir a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias por parte dos macroéfagos alveolares. Estudos comparativos entre a
administracdo de cetoconazol por via oral com placebo demonstraram nao sé diminuir
a incidéncia de SDRA como também o tempo de internamento nos cuidados intensivos.
No entanto, um estudo com um ndmero alargado de pessoas por parte da NHLBI ARDS
network demonstrou ndo haver diferencas a nivel da mortalidade. Consequentemente,
o cetoconazol poderd ser usado como medida profildtica e ndo como intervencao

terapéutica, embora sejam necessarios mais estudos para sustentar esta posicdo. (40)

Lisofilina e Pentoxifilina: A pentoxifilina, inibidor da fosfodiesterase, é um derivado da
lisofilina, diferindo desta no que diz respeito ao mecanismo de acdo pelo qual

desencadeiam uma resposta anti-inflamatéria. (40)

A pentoxifilina inibe quer o fendmeno de quimiotaxia quer a ativacao de
neutrdfilos, participando também na supressdo da libertacdo de TNF-a por parte dos
macrofagos alveolares em resposta a endotoxina em modelos animais de sépsis e
LAP/SDRA. Para além disso, este farmaco ja demonstrou em modelos animais ser capaz
de reduzir a permeabilidade endotelial e o edema pulmonar. Contudo, urge ainda
transpor estes resultados para experiéncias em humanos para comprovar a sua real

utilidade para posterior introducdo na pratica clinica. (40)

Relativamente a lisofilina, também diminui a expressdo de citocinas pro-

inflamatdrias (TNF-a, IL-1 e IL-6) e inibe ndo s6 a acumulacdo de neutrdéfilos como

51



também a formacdo de edema. Contrariamente a pentoxifilina, exerce parcialmente o
seu efeito anti-inflamatdrio por inibir a libertagdao de acidos gordos livres que entretanto
foram oxidados como resposta ao elevado stress oxidativo a que as células estdo sujeitas

neste tipo de patologias. (40)

Em modelos animais de sépsis e SDRA, foram revelados dados promissores no
que diz respeito ao aumento da taxa de sobrevivéncia em ratinhos e porcos quando
submetidos a tratamentos com lisofilina. Apesar da NHLBI ter conduzido um ensaio
clinico de fase lll recorrendo a este farmaco, o mesmo acabou por ser interrompido,

faltando, portanto, dados acerca do seu efeito em humanos para posterior analise. (40)

3.2.5. Farmacos antioxidantes

Conforme supracitado, as ROS assumem um papel importante na fisiopatologia
da LAP/SDRA, nomeadamente a nivel da integridade da barreira alvéolo-capilar. Existem
trés grandes antioxidantes enddgenos: a SOD, a catalase e a glutationa, sendo que, em
pacientes com LAP/SDRA, estes encontram-se diminuidos, surgindo, entdo, a
necessidade da comunidade cientifica em testar novas substancias que exercem um

efeito analogo na tentativa de contrariar este deficit.

N-Acetilcisteina e Procisteina: Quer a N-Acetilcisteina quer a procisteina restauram os

niveis celulares de glutationa, através do metabolismo do seu percursor: a cisteina. (40)

Apesar de alguns ensaios em animais terem revelado melhorias significativas
relativamente a parametros bioquimicos e a propria lesao histoldgica, a transposicao
destes dados para os humanos é, ainda, controversa, nao se tendo verificado melhorias
nem na mortalidade nem nos parametros fisioldgicos pulmonares. (40) No entanto,
Sutter et al. verificou melhorias na oxigenacao e na necessidade de suporte ventilatério
em pacientes que recebiam 40 mg/kg/dia de N-Acetilcisteina durante 3 dias, quando

comparados com o grupo placebo. (61)
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Apos estes ensaios de fase Il terem-se revelado encorajadores, um outro ensaio
de fase Ill entretanto implementado foi interrompido devido a grande taxa de
mortalidade verificada no grupo de intervencao, pelo que ainda restam apurar muitos
dados que sustentem a viabilidade da utilizagcdao de N-Acetilcisteina e da procisteina na

terapéutica da LAP/SDRA. (40)

Albumina: A albumina é a proteina mais abundante no plasma, exercendo um efeito
antioxidante através da capacidade oxidativa do residuo tiol que possui a sua superficie.
De resto, os valores de tiol plasmaticos estdo relacionados com o outcome, na medida
em que estudos observacionais reportaram que os sobreviventes possuiam valores de
tiol mais acentuados, sendo que, a medida que a lesdo se ia resolvendo, estes valores
aumentavam na mesma propor¢cdo. De resto, a propria hipoproteinémia esta
documentada como um fator de risco para o desenvolvimento de LAP e esta

relacionada, em geral, com um pior outcome em doencas criticas. (40,41)

Em 2004, Quinlan et al. demonstraram num estudo prospetivo, por
randomizagao de 20 pacientes com SDRA submetidos a albumina versus placebo, que a
administracdo de albumina influenciava positivamente a capacidade do organismo em
reagir a situacoes de stress oxidativo por aumento da concentracdo de residuos tiol

disponiveis para neutralizar as ROS entretanto formadas. (62)

Apesar de ndo se ter mensurado o impacto a nivel dos outcomes, este estudo
serviu como ponto de partida para um outro mais alargado, em que, utilizando 6997
pacientes, ndo se registaram diferencas significativas a nivel de mortalidade quando era
comparada a administracdo de albumina versus placebo. No entanto, ha que considerar
gue este estudo foi realizado numa unidade de cuidados intensivos, onde nem todos os
pacientes que foram alvo de intervencdo sofriam, efetivamente, de SDRA (de facto,
apenas 127 foram diagnosticados com SDRA), pelo que estudos mais uniformizados no

contexto da LAP necessitam, ainda, de ser efetuados. (63)
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3.3. Novas perspetivas da terapéutica da LAP/SDRA

3.3.1. Anticoagulacdo

A ativacdo das vias da coagulacdo e a supressao da fibrindlise, bem como a
deposicdo extra e intravascular de fibrina, estd bem patente na fisiopatologia da
LAP/SDRA, sendo fatores preponderantes para explicar o aumento da resisténcia
vascular pulmonar bem como o aumento do “espago morto” no decurso desta
patologia. Portanto, abaixo estdo relatadas algumas estratégias que podem atuar nesta

area.

Inibidor do fator tecidual: O fator tecidual ativa a via extrinseca da coagulagdo por
formacdo de um complexo com o fator V, posteriormente ativando o fator X. O inibidor
do fator tecidual (TFPi) inibe a formacdo deste complexo, tendo sido provada a sua
capacidade de reduzir a mortalidade em 20% em modelos animais de sépsis. Nao
obstante, um ensaio clinico de fase lll foi interrompido devido ao elevado risco de
hemorragia que se verificou nos pacientes. Portanto, e apesar de ndo existirem modelos
de LAP/SDRA em que o TFPi seja utilizado, a similaridade que esta proteina possui a nivel
de ativacdo da coagulagdo com modelos de sépsis permite inferir que pode ser uma

alternativa a explorar no futuro. (40)

Anti-trombina IllI: A anti-trombina lll inibe fatores de coagulacdo entretanto ativados
como o IXa, Xa e a trombina. Modelos animais de LAP/SDRA demonstraram que houve
melhoria a nivel de caracteristicas fisioldgicas do pulmdo aquando da administracao de
anti-trombina lll. Infelizmente, um ensaio clinico de fase Ill contendo 2314 pacientes
com sépsis grave demonstrou ndo haver efeitos a nivel da redu¢dao da mortalidade,
havendo inclusive um aumento do risco hemorragico em pacientes que tomavam

concomitantemente heparina enquanto medida profilatica. (40)

Proteina C ativada: A proteina C ativada (APC), conforme abordado anteriormente, é
uma proteina enddgena que estimula a fibrindlise e diminui o processo inflamatadrio.

Num ensaio clinico de fase lll, ficou demonstrada a sua capacidade de reduzir a
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mortalidade de pacientes com sépsis grave de 30% para 24%. No entanto, a falta de
pacientes neste estudo com LAP coexistente tornam os dados de dificil transposicao

para o contexto desta ultima patologia. (40)

No entanto, estdo documentados varios estudos que revelam niveis reduzidos
de APC em pacientes com SDRA relativamente a pessoas saudaveis, estando até essas
mesmas concentragdes diminutas relacionadas quer com o outcome quer com a proépria
mortalidade. Contudo, ha ainda poucos trabalhos que permitam assegurar com afinco

que esta proteina se trata, efetivamente, de uma terapéutica segura. (40)

3.3.2. Agonistas B2

A clearance do fluido acumulado no espaco alveolar esta relacionado com o
progndstico da doenca. Derivado das extensas lesdes a nivel das células epiteliais
alveolares, os canais iénicos que transportam fluidos para o intersticio tornam-se
diminutos. Perante isto, os agonistas 32 tém a capacidade de acelerar a clearance do
fluido edematoso por aumentarem o transporte transepitelial de sddio e cloro. O
seu papel a nivel da diminuicdo da permeabilidade alveolar e da diminuicdo da

producgao de citocinas também estd documentado. (40)

Por exemplo, a administracdo intravenosa de salbutamol ja demonstrou
reduzir a quantidade de d4gua extravascular pulmonar. Porém, a incidéncia de
arritmias no grupo de tratamento levanta algumas duvidas sobre a sua viabilidade e

seguranca aguando da sua introducdo na pratica clinica. (41)

Wright et al., de resto, efetuou um ensaio clinico com 8 pacientes com SDRA,
em que lhes foi administrado um agonista B, aerossolizado, tendo tido efeitos a nivel
da complacéncia pulmonar. No entanto, esta é apenas uma referéncia a um numero

muito reduzido de estudos que ha sobre estes farmacos em particular.(64)

3.3.3. Fator de crescimento dos queratindcitos

O fator de crescimento dos queratindcitos (KGF) integra a familia dos fatores de

crescimento dos fibroblastos. Derivado do facto do seu recetor apenas ser produzido
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em células epiteliais, torna-se necessario o seu estudo como potencial alternativa
terapéutica para lesGes do foro epitelial, na qual se insere, embora parcialmente, a LAP.
Para além de intervir no crescimento celular, o KGF possui um papel importante como

fator anti-inflamatério. (40)

O seu efeito protetor foi, de resto, demonstrado em estudos de LAP. Os
mecanismos pelos quais o KGF atua sdo variados, desde a diminui¢ao da apoptose das
células epiteliais, protecdo a nivel dos estimulos nocivos celulares, aumento da
producdo de surfactante, aumento da proliferacdo de pneumdcitos de tipo Il, entre
outros. No entanto, estes efeitos supracitados sé foram constatados quando os
pacientes foram alvo de um tratamento prévio com KGF. Ndo obstante, derivado da LAP
ser uma lesdo que se estende no tempo, podem existir condicdes para que o KGF surta

efeito, provavelmente a longo prazo. (40)

3.3.4. Células estaminais

As células estaminais podem ser agrupadas em derivadas do tecido adulto (TDSC,
do inglés tissue derived stem cells) ou em embriondrias (ECS, do inglés embryonic stem
cells), sendo a principal diferenga entre ambas o facto de as ECS poderem proliferar-se
indiferenciadamente, tendo até caracteristicas neoplasicas, enquanto que as TDSC

possuem um grau de diferenciacdo mais restrito. (65)

Noutras areas clinicas, verificou-se que células epiteliais e endoteliais de dadores
foram identificadas no pulmado de pessoas alvo de transplantacdo, o que sugeriu a
hipdtese das células estaminais terem a capacidade de migrar para os drgaos lesados e

modular a resposta inflamatdria, intervindo igualmente na reparacdo de 6rgdos. (65)

No contexto da LAP/SDRA, as TDSC assumem um especial grau de importancia,
em particular dois subtipos: as células progenitoras endoteliais (EPC, do inglés
endothelial progenitor cells) e as células estromais mesenquimatosas (MSC, do inglés
mesenchymal stromal cells), uma vez que que ambas ja demonstraram melhorar os

outcomes em estudos pré-clinicos. (65)

Quanto as primeiras, as EPC apenas se conseguem diferenciar em células

endoteliais, pelo que a sua utilizagdo como restaurador da microvasculatura das vias
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respiratorias podera ser interessante de explorar. De resto, a contagem nos primeiros
dias de unidades formadoras de coldnia (CFU) de EPC pode ser preditivo do outcome, ja
gue uma maior mobilizacdo destas células esta assegurada para o local da lesao,
promovendo, simultaneamente, uma resolugdao mais eficaz. Varios modelos animais
descrevem que as EPC melhoram o cendrio de edema pulmonar em LAP induzida por
LPS. Da mesma forma, nao foram detetadas EPC em pulmdes saudaveis, sustentando a
ideia de que, agquando da lesdo, sdo produzidas substancias quimioatrativas que
provocam a migracdo destas células estaminais (houve também resultados

sobreponiveis quando se utilizaram MSC). (65)

No que diz respeito as MSC, sdo essencialmente extraidas da modela déssea
(podendo também ser provenientes, embora em menor quantidade, do tecido adiposo,
do sangue presente no corddao umbilical e da placenta), tendo sempre de passar,
posteriormente, por um processo de expansao in vitro devido a quantidade reduzida

gue se obtém apds a extracdo. (65,66).

No pulmao, a capacidade deste tipo de células estaminais em se diferenciar em
varios tipos (pneumdcitos de tipo | ou Il, células endoteliais, fibroblastos e células
epiteliais bronquiolares) tornam-nas um importante alvo a estudar como possivel
terapéutica. Adicionalmente, possuem outras virtudes como ndo serem imunogénicas
(tém uma expressao constitutiva relativamente baixa de MHC | e MHC Il, para além de
ndo possuirem coreceptores que ativam a resposta imunitaria celular, como CD80 e
CD86), produzirem fatores de crescimento (o que lhes confere propriedades pardcrinas)

e inibirem a proliferacdo de linfocitos. (65)

Os primeiros estudos focavam a sua aplicacdo como meio compensatorio e
auxiliar na reparacao do dano verificado no epitélio alveolar, apesar de, mais
recentemente, a comunidade cientifica ter envidado esforcos para estudar com mais
afinco as propriedades paracrinas destas células, o seu papel limitativo da lesao
pulmonar e, em contraste, contributivo no processo de resolucdo. (66) Porém, os
trabalhos de Ortiz e Xu foram muito importantes neste campo, na medida em que
demonstraram que a administracdo de MSC em modelos animais de LAP diminuia o grau
de lesdo pulmonar e até aumentava a sobrevivéncia, sendo que para tal ndo era

fundamental a presenca destas células nos pulmdes mas sim o seu efeito paracrino,
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responsavel pela diminuicdo da migracdo de neutrdéfilos para as zonas lesadas e pela
diminuicdo da sintese de citocinas pré-inflamatdérias (TNF-a e MIP-2, por exemplo),
contrastando com o aumento da concentragdo de citocinas anti-inflamatdrias (IL-1RA,

IL-10, I0L-13), conforme é possivel verificar na figura 3.2. (66—68)

Paralelamente, testou-se a possibilidade das MSC produzirem KGF, um
importante modulador da reparagdo dos tecidos (conforme supracitado). Quando as
MSC foram submetidas a um siRNA para a producao de KGF, verificou-se um decréscimo
de 80% no seu efeito terapéutico, deixando aberta a hipdtese deste fator de
crescimento em particular ser um ponto-chave na clearance do fluido edematoso
alveolar. Mais, outro estudo verificou que células EPC que sobreexpressam a sintase do
monodxido de azoto tém um efeito terapéutico muito maior, bem como células andlogas
capazes de produzir angiopoietina 1 (comparando com a administracdo separada de
ambas as substancias), deixando em aberto a hipotese da manipulacdo genética das

células estaminais como o futuro da terapéutica da LAP/SDRA. (65)

Do ponto de vista clinico, as MSC podem ser administradas diretamente nas vias
expiratdrias ou através da corrente sanguinea, em que a sua posterior interacdo com
células residentes ou circulantes permite-lhes atingir os alvéolos onde exercem os seus

efeitos citoprotetores e anti-inflamatérios. (69)

Atualmente, mais de 100 ensaios clinicos estao em andamento utilizando células
estaminais, englobando variadissimas doencas, como sdao exemplo a esclerose multipla,
insuficiéncia renal e hepatica, sépsis, entre outros. A maior parte destes ensaios estdo
em fase | ou Il pelo que muita pouca informacao ainda pode ser retirada. Em termos de
LAP muitos critérios ainda tém de ser bem estabelecidos e implementados: (i) selecdo
de pacientes (ainda nenhum ensaio com MSC foi feito em pacientes em estado critico,
apesar de em pacientes com enfarte agudo do miocardio ja o ter sido, ndo se tendo
verificado complica¢cdes decorrentes da administracdo); (ii) a via de administracao
preferencial, existindo ainda muita discussdo acerca das vantagens e desvantagens da
via intravenosa versus a via intraalveolar (contudo, sendo um dado praticamente
adquirido o facto das MSC migrarem para locais onde ocorre lesdo, a via IV — também
por ser uma via relativamente mais facil de administragdo — parece levar vantagem, para

além de que uma porgcao das MSC entretanto administradas poderem exercer o seu
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efeito protetor noutros érgaos que sofreram complicagdes derivadas da LAP, algo que a
via IV permite com maior facilidade que a intraalveolar); (iii) a dose e o intervalo de
administragdo (muitas sdo as correntes cientificas que identificam como sendo o tempo
ideal de administracao 3 dias, visto ser o espago temporal que se interseta com a
duracdo da fase aguda desta patologia); e (iv) indicadores de seguranca e eficacia (visto
que, se os pacientes se encontram internados, o acesso aos parametros vitais esta, de
alguma forma, salvaguardado, pelo que uma medicdo constante e atenta destes pode
determinar o grau de segurancga de um ensaio deste género. Quanto a eficdcia, pode ser

verificada recorrendo a alguns possiveis biomarcadores). (69)
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Figura 3.2. — Potencial terapéutico das células estaminais mesenquimatosas e o seu efeito

paracrino na lesdo aguda do pulmao (adaptado de (69))
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Tabela 3.2. Agentes farmacolégicos estudados como possivel tratamento para a lesao

pulmonar aguda e Sindrome de Dificuldade Respiratéria Aguda (adaptado de (41))




4. Modelos Animais para o estudo da LAP/SDRA

Muita da informacdo que hoje se conhece acerca da LAP/SDRA foi recolhida no
periodo post-mortem dos pacientes, havendo uma fragdo muito residual de pacientes

que, enquanto vivos, efetuaram uma bidpsia pulmonar. (70)

Uma questado interessante relacionada com estudos em humanos é que, mesmo
apos a uniformizacao dos pacientes, continua a haver respostas diferentes a alguns
agentes etioldgicos. (70) Por exemplo, apds a administracdao de LPS, a producdo de
citocinas pode variar até 2 graus de magnitude entre diferentes pessoas (71), tendo
estudos posteriores identificado um polimorfismo a nivel do TLR1, que exacerbava a
imunidade inata do doente, estando este mesmo polimorfismo mais associado a
pacientes criticos, muitos dos quais vieram a falecer. (72) Perante isto, a comunidade
cientifica viu-se na obrigatoriedade de recorrer a modelos animais na tentativa de

contornar estas adversidades.

Os modelos animais, como em qualquer outra situacdo de indole clinica,
estabelecem a ponte entre as terapéuticas praticadas nos humanos e os testes que sdo
efetuados em meio laboratorial, na medida em que, por um lado, podem ser usados
para estudar isoladamente mecanismos de lesdo pulmonar verificada nos humanos,
como também podem ser utilizados depois de conclusdes retiradas de testes efetuados

in vitro tendo em conta o contexto da LAP/SDRA. (73)

O modelo ideal deve ilustrar o quadro completo da LAP/SDRA (ver tabela 4.1.),
isto é, uma fase aguda com uma resposta inflamatdria célere com um aumento da
permeabilidade microvascular e epitelial ao nivel dos alvéolos; um influxo neutrofilico
para as vias aéreas com formacgao de exsudados alveolares com alto teor de proteinas e
fibrina. De seguida, o ideal seria um periodo de aumento dos niveis de células
mononucleadas alveolares bem como de linfécitos intersticiais, e, por fim, uma fase de
resolucdo com aumento da proliferacdo de pneumdcitos de tipo Il e fibroblastos, com
acumulacdo de fibrina. Estas mudancas fisioldgicas deveriam estar acompanhadas de
hipoxemia aguda e de uma diminuicdo da complacéncia pulmonar. Os animais,
entretanto, deveriam ser tratados com ventilagdo mecanica, sendo que esse

acompanhamento demoraria varios dias, com estudos posteriores a serem efetuados
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nos animais que, eventualmente, sobrevivessem, com o intuito de determinar as

sequelas na fun¢do pulmonar e neuromotora. (70)

Tabela 4.1. Manifestagoes da lesao pulmonar em humanos (adaptado de (73))
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O facto de ter havido um grande investimento em modelos animais para a LAP
nas Ultimas décadas poderia indiciar que esta patologia se encontra muito bem
estruturada em termos de critérios de diagndstico no que diz respeito a
experimentagdes animais. No entanto, se se fizer uma andlise mais profunda e
detalhada, verifica-se exatamente o oposto, isto é, ndo existe atualmente, no mundo
cientifico, um consenso universal para a resposta a pergunta “o que é a LAP num

animal?” (74)

Numa tentativa de analisar a pergunta supracitada, poder-se-3o erguer uma
série de questdes complexas. Quantos fendmenos sdo suficientes para se constatar que
um animal possui, de facto, LAP? Bastara o aumento da permeabilidade alvéolo-capilar,
ou esta mesma permeabilidade tem que estar associada a uma migracao neutrofilica
para as vias aéreas? E, examinando este ultimo ponto, é suficiente considerar como
havendo migracdao a presenca de neutrdéfilos no intersticio ou apenas quando sdo
detetados nas vias aéreas propriamente ditas? Exatamente por existir esta pandplia de
mecanismos patofisiolégicos, bem como a inexisténcia de um marcador especifico para
a LAP, é que se torna dificil concluir ndo sé se esta patologia esta efetivamente presente
como também se as intervengdes abordadas (farmacoldgicas ou ndo) ajudam a prevenir
ou a tratar a doenca. Consequentemente, devido a esta pandplia de variantes “em jogo”,
torna-se quase bélica a tarefa de comparar estudos experimentais em modelos animais

de LAP. (74)

Mesmo assim, apesar de nenhum modelo animal conseguir reproduzir todas as
caracteristicas verificadas nos humanos, se essas mesmas caracteristicas de cada
modelo forem bem estudadas e interpretadas, podem fornecer informacdes relevantes

acerca da resposta pulmonar perante uma lesao deste tipo. (73)

63



4.1. Caracteristicas diferenciadoras das espécies animais na mimetizacao

experimental da LAP

Devido ao facto da espécie humana ter divergido das restantes ha milhGes de
anos, é natural que, apds este fendmeno evolucionista, cada espécie se tenha adaptado
de forma distinta na resposta a agentes microbianos, estando relacionado inclusive com

o ambiente em que se inserem. (73)

A nivel do sistema imunitdrio, essa diferenca é por demais evidente. Os
leucécitos e outras células mesenquimatosas humanas e animais reconhecem as
estruturas microbianas através de TLR’s, havendo investigacdes bem documentadas
acerca da diferenca a nivel do reconhecimento de estruturas lipopolissacaridas entre os
humanos e seres “inferiores”. (75) Adicionalmente, em animais tais como ovelhas,
porcos, gatos, cavalos e alguns cetaceos, a presenca de macrdfagos intravasculares
pulmonares (PIM, do inglés pulmonar intravascular macrophages) confere-lhes a
capacidade de fagocitar microrganismos, endotoxinas e/ou detritos existentes na
vasculatura pulmonar, algo que ndo é possivel por exemplo, em caes, ratinhos, coelhos,
entre outros. Acredita-se que os humanos ndo possuem estes PIM’s, havendo, contudo,
indicios da sua presenca em pessoas com disfuncdo hepdtica. Outras diferencas
sobressaem, nomeadamente no que diz respeito a sensibilidade ao LPS e a producado de
NO (neste ultimo aspeto, os roedores apresentam uma maior taxa de producdo que os

humanos, conforme demonstra a tabela 4.2.). (76)
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Tabela 4.2. Caracteristicas de diferentes espécies animais relevantes para o

estudo da lesdo pulmonar (adaptado de (73))

4.2. Tipos de modelos para o estudo da LAP/SDRA

Existem atualmente diversos modelos, cada um deles com o intuito de mimicar
o que se verifica nos humanos. Porém, sendo a sépsis e a pneumonia as principais causas
de LAP/SDRA (ver capitulo 1), o recurso ao LPS de bactérias gram-negativas é bastante
frequente, podendo a sua administracdo ser por via inalatéria ou através de uma injecao
intratraqueal. Mesmo assim, existem outros modelos que procuram entender outras

situagOes passiveis de provocar esta patologia. (77)



Um ponto fulcral para todo este processo da escolha do modelo animal passa,
portanto, pela questdo a ser abordada, isto é, se o objetivo da investigacdo se prende
com LAP induzida por sépsis, por exemplo, é recomendada a administracdo
intraperitoneal (IP) ou IV de bactérias vivas; se, porventura, se pretender estudar lesdes

diretas do pulmao, recomenda-se a aspiracdo de acido, hiperdxia, entre outros. (74)

4.2.1. Modelos que privilegiam o endotélio capilar

4.2.1.1.  Acido oleico

O 4cido oleico é o acido gordo livre mais abundante nos mamiferos, sendo
detetado em grandes quantidades em casos de embolia pulmonar causada por traumas
0sseos. Ao destruir o endotélio, causa a migracao de fluido rico em proteinas quer para
o intersticio quer para os alvéolos, criando um quadro de edema com consequente
necrose dos pneumacitos de tipo |, ndo existindo evidéncia de causar apoptose nos
mesmos, visto que, apesar de ndo estar muito estudado, o principal mecanismo de lesdo
celular prende-se com a lesdo direta da membrana. Porém, a necessidade de diluir estes
compostos oleosos para uma administracdo IV causa algumas limitagGes a nivel da sua
utilizacdo em animais de pequeno porte. No entanto, este modelo possui a vantagem
de ser um método bastante reprodutivel e de mimicar as caracteristicas basicas da lesao
pulmonar, sendo muito utilizado para estudar estratégias ventilatorias e a prépria
dinamica pulmonar, enquanto que as desvantagens prendem-se com a prépria via de
administragdo (V) e com a etiologia da lesao pulmonar, isto é, sdo muito reduzidos os
qguadros de LAP em humanos que s3ao originados através de traumas dsseos ou de

situagdes de dislipidémia. (73)
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4.2.1.2. Endotoxina

O LPS estd presente na membrana exterior das bactérias gram-negativas. Ao
ligar-se a proteina de ligacdo do LPS (LBP, do inglés Lipopolyssacaride binding protein),
desencadeia uma ativagdo do recetor CD14/TLR4 presente nos mondcitos, macréfagos
e outras células capazes de induzir uma resposta inflamatéria. Conforme explicitado em
cima, existe muita variabilidade de resposta ao LPS, e ha que ter em conta a presenca
ou ndo de PIM’s (porque animais com PIM’s necessitam de doses inferiores de LPS para
desenvolver o mesmo grau de sépsis e lesdo pulmonar que os animais que nao possuem
estes leucdcitos) e a prdpria variabilidade de PIM’s entre seres da mesma espécie:
ratinhos BALBc sdao mais sensiveis ao LPS que os C57BL16, por exemplo. (73) Para além
disso, hd que ter em consideracdo o préprio tipo de LPS, nomeadamente no que diz
respeito as coldnias utilizadas para a sua produc¢do, uma vez que a pirogeneicidade varia
(78) e as proéprias prepara¢des podem conter contaminantes (lipoproteinas bacterianas,
por exemplo) que podem exacerbar a sensibilidade da resposta inflamatéria. Este
modelo possui algumas vantagens: (i) é bastante reprodutivel; (ii) é facil de administrar;
(iii) é representativo da resposta do organismo humano as infecbes de origem
bacteriana e (iv) estimula a imunidade inata. Contrabalangcando, a principal
desvantagem tem a ver com o facto de existir a referida variabilidade na pureza do LPS
e de nao causar disrup¢do da barreira endotélio-capilar (que é um mecanismo bastante

importante da lesdo pulmonar, conforme descrito anteriormente). (73)

4.2.2. Modelos que privilegiam o epitélio alveolar

4.2.2.1.  Aspiragdo de dcido

A aspiracdo do conteudo gastrico € um dos principais fatores de risco para a
LAP/SDRA. Além do seu pH bastante acidico, a lesdo epitelial também é determinada
pela presenca no conteddo gastrico de particulas de comida digeridas, residuos
bacterianos, citocinas (como a IL-1B), entre outros produtos que, devido a sua imensa
osmolaridade, acabam por ter a sua propria quota-parte na lesdo. Esta lesdo induzida
laboratorialmente pela aspiracao de acido cloridrico com valor de pH na ordem dos 1,5

é mediada por neutrdfilos, havendo destruicdo dos pneumécitos de tipo |, seguido de
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uma acentuada proliferacdo de pneumacitos de tipo Il, concomitante com fendmenos
de edema intraalveolar e intersticial. Apds esta fase aguda de resposta inflamatoéria,
ocorre uma fase fibroproliferativa. Quanto a vantagens, este modelo é interessante a
nivel do estudo hemodinamico e patofisiolégico inerente a LAP, bem como se se
pretender estudar estratégias ventilatdrias e de recrutamento de neutréfilos. Por outro
lado, as principais limitagdes prendem-se com o facto do limite entre concentragdes
nefastas e indcuas de acido cloridrico ser muito ténue, aliado ao facto dos humanos nao
aspirarem 4cido cloridrico a um pH de 1,5 quando desenvolvem LAP/SDRA mas sim

conteldo gastrico na gama de pH’s entre 3 e 4. (73)

4.2.2.2.  Hiperdxia

Na maioria dos mamiferos, a inalacdo de ar contendo 100% de oxigénio resulta
em falha respiratéria com consequente morte. No entanto, em humanos, a situacdo é
distinta, visto que, em pessoas sauddveis, apenas estd descrito um ligeiro aumento da
permeabilidade capilar. De facto, é discutivel se o oxigénio pode exacerbar ou mesmo
causar LAP em pacientes criticos. Porém, o mesmo ndo é capaz de provocar LAP em
humanos saudaveis. O mecanismo da lesdo induzida por hiperéxia passa pela produgao
excessiva de radicais livres, quantidade essa que é s6 parcialmente neutralizada pelas
enzimas antioxidantes enddgenas, como a SOD, a catalase e a glutationa peroxidase.
Para além disso, esta provado que os anides superoxido entretanto formados reagem
com o NO formando peroxinitritos, aumentando, assim, a lesdo oxidativa (foi detetada
a sua formacdo em pulmdes humanos sujeitos a um ambiente de hiperdxia, estando
ainda o aumento da producdo de NO diretamente relacionado com o agravamento da
lesdo pulmonar). A nivel celular, o excesso de radicais livres ativa mecanismos nao sé
necréticos como também apoptdticos (apesar destes ultimos ndo estarem
suficiententemente descritos), associados a oxidacdo de proteinas, lipidos

membranares e acidos nucleicos. (73)

A exposicao a condi¢bes de hiperdxia aumenta a translocacdo de NF-kB nas
células mononucleadas, havendo também um aumento dos mediadores pro-

inflamatdrios como o TNF-a, IFN-y e IL-1B. O papel dos LPMN é controverso, pois, apesar
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de estarem aumentados nestas situacdes, em modelos animais em que foram

eliminadas da circulagdo ndo se notaram melhorias a nivel da mortalidade. (73)

Este modelo, cuja técnica passa pela colocacdo dos animais numa jaula selada
com um fluxo de oxigénio controlado e com niveis de diéxido de carbono semelhantes
ao ambiente atmosférico natural, possui a vantagem de provocar uma fase aguda de
lesdo pulmonar (com grande formacdo de exsudado com consequente morte de
pneumacitos de tipo |) seguida de uma fase proliferativa (com aumento da producdo de
fibroblastos e diferenciagdao dos pneumdcitos de tipo Il) que sdo, em tese, semelhantes
as verificadas nos humanos, permitindo um estudo mais eficaz. Contudo, o facto de, nos
humanos, a exposi¢do a concentracGes elevadas de oxigénio ndo provocar LAP/SDRA
até 3 dias, bem como o facto de ser um modelo que exige muita expertise e

equipamentos, pode constituir uma limitacdo. (73)

4.2.2.3.  Deplecdo de surfactante por lavagem salina

A deplecdo de surfactante estd associada a LAP/SDRA, pelo que uma lavagem
repetida das vias aéreas com uma solucdo isotdnica de soro fisiolégico provoca ndo sé
uma situacao de hipoxemia como também uma diminuicdo do equilibrio lipidico, com
consequente decréscimo da concentracao de surfactante e, por ineréncia, um aumento
da tensao alveolar. Perante isto, ocorre o colapso dos alvéolos, com diminuicdao dos
mecanismos de defesa pulmonares. Quando associado a ventilagdo mecanica, o tipo de
lesdo induzida por este modelo passa pelo aumento da permeabilidade endotelial, com
infiltracdo dos LPMN nas vias respiratdrias, aumento da producdo de citocinas e
formacdo de membranas de hialina. Este modelo possui a limitacdo de, no caso dos
humanos, a deple¢do de surfactante ser normalmente uma consequéncia e ndo uma
causa de LAP/SDRA (exceto em recém nascidos), pelo que se torna limitativo no que
concerne ao estudo etiolégico da doenca nos humanos; para além disso, a principal
desvantagem prende-se com a necessidade de implementar um sistema muito
complexo (intubacdo, ventilagdo mecanica e anestesia geral). Porém, surge como um
modelo Util para testar estratégias ventilatorias, porque a lesdo induzida resulta em

maior parte da propria ventilacdo do que propriamente da lavagem com soro. (73)
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4.2.2.4.  Ventilacdo mecdnica

Contrariamente aos outros modelos, este foi desenvolvido apds a instalagdo de
uma terapéutica (enquanto que os restantes aqui descritos surgiram através da
consciencializagdo dos fatores de risco inerentes a prépria doenga). A sujeicao a
ventilagdo mecanica causa uma distensdao excessiva dos alvéolos, com consequente
despreendimento das jungdes interendoteliais e interepiteliais, provocando,
simultaneamente, um quadro de edema intersticial com hemorragias alveolares,
diminuicdao da complacéncia pulmonar e deficientes trocas gasosas. A presenc¢a de uma
fase inflamatéria é determinante, na medida em que a concentracdo na zona afetada de
LPMN vai aumentar a produgao de citocinas pré-inflamatdrias. Neste modelo, o método
de intubacdo pode ser por via endotragueal ou por traqueostomia, sendo que o primeiro
€ mais eficaz a evitar uma resposta inflamatdria associada ao préprio procedimento
invasivo. Mais, os animais devem estar anestesiados, o que dificulta a prépria percecao
por parte do manipulador se o animal estad vivo ou morto (a ndo ser que sejam
monitorizados parametros vitais, o que pode ou ndo ser conseguido consoante a espécie
utilizada — mais dificil de o fazer em ratinho, por exemplo — e o orgamento disponivel).
O modelo de ventilagdo mecanica possui a supremacia de ser o Unico modelo que ja
provou ter um impacto na pratica clinica, tornando-o um forte candidato a
aperfeicoamento. No entanto, possui a adversidade de, para além da complexidade
técnica e tecnoldgica inerente a todo o processo, existem animais em que o seu uso se
encontra limitado, nomeadamente com ratinhos, visto que sé podem ser alvo de
ventilagdo por curtos periodos de tempo, enquanto que os humanos requerem dias ou

semanas. (73)
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4.2.2.5.  Bleomicina intratraqueal

Modelos recorrendo a este antineoplasico da classe dos antibidticos estdo mais
relacionados com quadros clinicos de fibrose pulmonar. No entanto, como este
fendmeno é intersectavel com algumas situacdes de LAP/SDRA, ndo é rara a sua
utilizagdo em meio laboratorial. A bleomicina forma complexos com Fe?* e com O,
levando a produgao de radicais livres com danos diretos no DNA e consequente morte
celular. Devido ao facto da extensdo de lesdo pulmonar estar relacionado com uma
protéase cisteinica — bleomicina hidroxilase, que causa a sua inativacdao — ha animais
mais suscetiveis (tais como o ratinho C57BL/6, em que os niveis de expressdo desta
enzima estdo diminuidos) e outros menos (como, por exemplo, o coelho), havendo
inclusive variabilidade intraespécie (os ratinhos BALBc sdo resistentes a bleomicina, por
exemplo). Este modelo tem como vantagem ser de facil execucdo, reprodutivel e que
representa fielmente o cenario verificado na LAP/SDRA (isto &, provoca inicialmente um
processo inflamatdrio seguido de fibrose), sendo que a multiplicidade de vias de
administracdo (IV, intratraqueal, IP e subcutanea) também é um fator importante. Nao
obstante, a sua relevancia a nivel fisioldgico é muitas vezes posta em causa, ja que, por
exemplo, a administracdo por via intratraqueal causa uma exacerbacao demasiado

intensa do processo inflamatério. (73)

4.2.3. Modelos de lesdo pulmonar por sépsis

A sépsis é uma das principais causas de LAP/SDRA conforme supracitado, sendo,
portanto, bastante estudada em modelos animais. Existem varias formas de induzir
sépsis em animais: (i) administracdo de bactérias vivas, que provoca uma fase inicial de
hipotensdo e leucopenia, podendo progredir para choque séptico com uma intensa
coagulacdo intravascular. De resto, a disrupc¢do do epitélio alveolar com formacao de
edema intraalveolar e recrutamento neutrofilico apenas parece ser passivel de ser
alcancado com concentracdes elevadas de bactérias, pelo que se conclui que este
modelo ndo reflete todas as caracteristicas patofisioldgicas pretendidas. Mais, o
fenémeno da bacteriemia (sem sindrome de sépsis) ndo constitui, per si, nos humanos

um fator de risco grave para o desenvolvimento de LAP/SDRA, pelo que este modelo
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ainda é bastante passivel de discussdo na comunidade cientifica; (ii) producdo de uma
infecdo sistémica enddgena (através de ligacdao e perfuragdao cecal, que consiste na
perfuracdo do cécum trés a cinco vezes com uma agulha), em que este é um modelo de
indugdo cirurgica de lesdo pulmonar secundaria a peritonite e que surge como uma
alternativa melhorada face a administragao direta de bactérias na cavidade peritoneal,
isto porque, neste Ultimo caso, ou eram rapidamente eliminadas pelos mecanismos
imunitarios locais ou, caso o indcuo fosse bastante concentrado, poderia causar morte
fulminante. E importante também referir que o préprio tamanho da agulha, bem como
o nivel das perfuracdes efetuadas vdao determinar a extensdo da infecdo, sendo que,
neste modelo, é um processo mais demorado (podendo levar dias até que surja um
guadro de hipoxemia, inflamacdo neutrofilica, edema intersticial e alveolar, podendo
até estar acompanhado de hipertensdo pulmonar). Este procedimento possui, de resto,
a desvantagem de necessitar de uma intervencgao cirurgica, para além de levar em conta
a existéncia de variabilidade no que concerne a flora sapréfita de cada animal; (iii)
administracdo de produtos bacterianos (como a endotoxina, ja discutida neste capitulo).

(73)

Concluindo, todos os modelos animais de LAP/SDRA abordados neste trabalho

encontram-se estruturados na tabela 4.3.
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Tabela 4.3. - Modelos animais de Lesdo Aguda do Pulméao (adaptado de(73))
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4.3. O ratinho como modelo animal para o estudo da lesao pulmonar aguda e

do sindrome de depressdo respiratoria aguda

A existéncia de reagentes especificos para analises laboratoriais, bem como a
possibilidade de uma manipulacdo genética mais facil e pratica tornou o ratinho como

um dos principais animais utilizados para o estudo da inflamagdo pulmonar. (73)

Algumas vertentes que erguem o ratinho como um dos principais animais alvos
de estudo (e que estdo igualmente referidos na tabela 4.4.) sdo: (i) possui um genoma
bastante caracterizado e similar ao dos humanos, o que permite transpor estudos
genéticos efetuados nestes roedores para a pratica humana; (ii) os mecanismos
imunoldgicos pelos quais o ratinho se rege estdo cada vez mais descritos; (iii) ocorreu
uma otimizagao tecnoldgica nos ultimos anos no sentido de manipular a sobreexpressao
de genes ou deplecdo de proteinas especificas nestes animais, permitindo estudar vias

individualizadas e determinar a sua importancia em diversas situagdes clinicas. (79)

No entanto, existem diferencas anatémicas entre os ratinhos e os humanos
(igualmente expostos na tabela 4.4.), a comecar, desde ja, pelo facto destes roedores
terem uma superficie nasal muito maior que a dos humanos, o que Ihes confere uma
clearance substancialmente maior de substancias nocivas, por exemplo; a prépria taxa
respiratdria dos ratinhos (250 a 300 respira¢des por minuto —bpm, do inglés breaths per
minute) excede largamente a dos humanos (situada entre os 12 e os 16 bpm), tornando,
desde j3a, este parametro fisioldgico inviavel para o diagndstico de LAP/SDRA nestes
roedores (ver tabelas 4.5. e 4.6.); depois, os ratinhos apenas conseguem exercer o
processo respiratério através das fossas nasais (pois a epiglote e o palato mole estdo
demasiadamente juntos, impedindo a respiracdo através da boca); se “descermos”
ainda mais pelas vias respiratdrias, os ratinhos ndo possuem cartilagem depois dos
bronquios primarios, havendo ainda a destacar o facto da prépria enervacdo ser
diferente, impedindo os ratinhos, por exemplo, de tossir em resposta a estimulos
mecanicos das vias aéreas. Mais, os ratinhos ndo possuem artérias a nivel dos bronquios,
tendo ainda os alvéolos e a prépria barreira alvéolo-capilar de menores dimensdes; tém

menos lobulos e menos ramificacdes nas vias condutoras proximais e possuem mais
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células Clara (que sdo células secretoras presentes nos bronquios primarios que auxiliam
na reconstrucdo do epitélio quando danificado); por ultimo, possuem também uma

maior quantidade de tecido linfatico nos brénquios. (74) (79)

Existem também algumas diferencas a nivel da resposta imunoldgica, nao sé
celular como também humoral, entre ratinhos e humanos: (i) os ratinhos tém menos
neutrdfilos circulantes (entre 10 a 25%); (ii) ndo expressam defensinas e (iii) existem

diferencas a nivel do tipo de quimiocinas CXC que produzem. (74)

Eventualmente, poder-se-a igualmente referenciar o facto de, apesar da
LAP/SDRA ja estar caracterizada nos humanos, esses mesmos quatro critérios da AECC
(ver capitulo 1) ndo sdo extrapoldveis para os ratinhos, isto é, apesar dos dispositivos
médicos que auxiliam o diagndstico (radiografias tordacicas, ecografias cardiacas e
cateterizacGes) poderem ser efetuados em ratinhos, essas mesmas técnicas apenas

podem ser realizadas num nimero demasiado limitado de laboratérios. (74)
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Tabela 4.4. Vantagens e limitagdes do ratinho enquanto modelo animal

preferencial para o estudo da LAP/SDRA
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Tabela 4.5. Comparagao entre os pulmdes do ratinho e os humanos (adaptado de (79))
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Tabela 4.6. Parametros respiratorios em ratinhos e humanos (adaptado de (79))

4.4. Perspetivas futuras

Derivado do extenso numero de abordagens possiveis em meio laboratorial, é
indubitavel a necessidade de ter em consideragao o tamanho do animal, isto é, em
animais muito pequenos torna-se dificil a monitorizagdo de parametros fisioldgicos

(como a Pa0; e a pressdo arterial). Para além disso a recolha de amostras de sangue



para a monitorizacdo de fungGes como a contagem de leucdcitos, quimiocinas e gases
sanguineos é muito mais dificil, ndo sé a nivel da técnica de recolha como também no

que diz respeito a quantidade de amostras. (73)

Apesar de todas as contrariedades, o ratinho ainda se afigura como um modelo
bastante aproximado ao ser humano, mesmo tendo em consideragao a propria
variabilidade entre espécies de ratinhos (ndo ha, atualmente, uma espécie
representativa deste tipo de roedores, tendo de se adequar a escolha do ratinho as
proprias condi¢cdes experimentais). Mesmo assim, muitas das conce¢des imunoldgicas
atribuidas ao pulmdo humano foram primeiramente descritas neste animal. Um dos
principais recursos é o FBA, que é um importante centro de concentragao de citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento, entre outros. Ndo obstante, hd que ter em
consideracdo que o FBA apenas reflete a situacdo nas vias respiratdrias, ndo podendo o
resultado da sua analise ser extrapolado para, por exemplo, a mucosa pulmonar (para

tal, sdo necessdrias analises adicionais). (79)

Portanto, o FBA é um importante indicador do funcionamento intersticial
pulmonar, providenciando informacdes validas sobre a situacdo intraalveolar. Por
questdes dbvias, é dificil proceder a colheita de grandes volumes de FBA em ratinhos.
Contudo, o objetivo passa pela recolha da maior quantidade possivel, ja que permitird a

obtencdo de resultados mais precisos e fidedignos. (80)

Ainda assim, a extrapolacdo de todos estes modelos para a pratica clinica
continua controversa. Desde ja, porque existe a condicionante da LAP/SDRA surgir em
pacientes com multiplas co morbilidades (insuficiéncia renal, sindrome coronario agudo,
diabetes mellitus, insuficiéncia hepatica), ao invés do que acontece nos modelos
animais, em que sao utilizados seres sem co morbilidades. Simultaneamente, outro
aspeto importante é que, devido as limitacdes no que diz respeito ao tamanho do
ratinho (por exemplo), normalmente em cada modelo sé se estuda um mecanismo
especifico da LAP (alteracdo da permeabilidade da barreira endotélio-capilar, ativacdo
leucocitdria, concentracdo de fatores humorais, entre outros), ao invés do que se passa

nos humanos, em que existem multiplas vertentes que contribuem para o quadro
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clinico, criando-se aqui um problema de representatividade da situacdo humana em

relacao a estes modelos.(70,77)

N3o obstante, tém-se enumerado outras preocupacbes por parte da

comunidade cientifica perante a criagao de modelos animais cada vez melhores:

Cuidados intensivos a animais: no contexto humano da LAP/SDRA, a lesdo
pulmonar é, de tal forma, grave que é necessdrio recorrer a suporte
ventilatério para assegurar as trocas gasosas. No entanto, esse mesmo
suporte é impossivel de fornecer a ratinhos durante longos periodos de
tempo, pelo que a lesdo que é induzida a estes roedores tem de ser de um
grau menor, caso contrdrio a provavel morte dos animais condicionaria o
estudo do modelo. Para além disso, o controlo hemodinamico efetuado a
humanos (com recurso a titulagcdes de vasopressores e cateterizacdes) ndo é
possivel de ser transferido para os ratinhos, por limita¢cdes ébvias de indole
tecnoldgica. Em primatas, por exemplo, seria possivel essa criacdo de uma
“UCl animal” mas por questdes éticas e econdmicas, nunca se concretizou.
Estas limitacbes podem, eventualmente, ser ultrapassadas recorrendo a
modelos animais em que a lesdo é induzida apenas num pulmao, cabendo ao
outro assegurar o suporte minimo de vida, mas é ainda um modelo muito

pouco estudado. (77)

Nao replicagao de fatores-chave de indole patofisioldgico na LAP humana:
ao ndo haver uma reprodutibilidade de todos os fatores patofisioldgicos
inerentes a LAP humana nos modelos animais, acaba-se por condicionar
bastante a investigacdao. Por exemplo, e conforme ja abordado, a aspiracao
de acido provoca uma extensa lesdo mas uma resposta inflamatéria
diminuta. Ao invés, a administracdo intratraqueal de LPS tem um efeito
exatamente oposto. Face a evidéncia de que a coagulacdo e a fibrindlise sdo
processos modulados nas vias respiratdrias e que sdo importantes para o
quadro de LAP/SDRA, os estudos que envolvem estas vias serdo fulcrais,
havendo ainda um numero bastante reduzido de estudos que satisfacam

estas condicdes. (77)
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iii) Falta de bons marcadores de referéncia: O ponto-chave para definir o
sucesso de um ensaio clinico é a reducdo da mortalidade causada pela
LAP/SDRA. No entanto, a falta de tempo, de pessoal e de recursos financeiros
tornam este especto um endpoint impraticavel. Um grande problema no
ramo da investigacdo é a falta de bons endpoints capazes de o substituir nos
pacientes. Por exemplo, um endpoint substituto bastante utilizado em
estudos pré-clinicos é a melhoria da oxigenagdo, o que por si s6, pode indiciar
melhorias pois uma maior quantidade de oxigénio é fornecida aos tecidos,
aumentando a probabilidade de um melhor outcome. Porém, muitos estudos
demonstraram intervengdes que melhoraram a oxigenagao mas sem
qgualquer beneficio na mortalidade. Para além disso, noutro estudo que
visava abordar estratégias de ventilacao, pacientes com um menor volume
corrente e com piores niveis de oxigenacdo obtiveram uma menor taxa de
mortalidade. Em modelos animais, de resto, torna-se muito complicado
utilizar a oxigenacdo como endpoint porque o grau de hipoxia necessario
para se enquadrar nos critérios de diagndstico de SDRA é invidvel. Por outro
lado, um endpoint substituto utilizado em modelos animais e que ainda nao
foi capaz de ser transposto para a terapéutica é o influxo de células
inflamatdrias, visto que a sua influéncia nos humanos ainda ndo esta
devidamente estabelecida. Este problema de interpolacdo entre a
investigacdao e a pratica clinica pode ser contornada através de melhores
biomarcadores para a frase patoldgica e para a fase de resolucdo. Até a data,
ainda nenhum biomarcador foi usado para o diagndstico, pelo que esta
vertente necessita ainda de ser aprofundada (posteriormente serd discutido

este tépico). (77)

Portanto, a prestacdao de melhores cuidados de salde aos animais, uma maior

incisdo em vias ainda pouco estudadas e a colaboracdo institucional sdo fatores

preponderantes para o progresso. (77)
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5. Temas emergentes e perspetivas futuras
5.1. Biomarcadores de LAP/SDRA

O avanco notdvel das analises clinicas, com métodos cada vez mais sofisticados
e sensiveis, € uma alternativa a explorar na tentativa de encontrar marcadores celulares
e humorais que permitam a sua inclusdo na profilaxia, diagndstico e/ou tratamento da

LAP/SDRA. (81)

Apesar de, atualmente, o racio PaO,/FiO; ser o Unico parametro indicador da
severidade da doenca, existem outros biomarcadores cujo uso se encontra limitado mas
que podem ser Uteis em situagdes extraordindrias, como o péptido natriurético cerebral
(BNP, do inglés brain natriuretic peptide) e a procalcitonina. O BNP diferencia SDRA de
edema pulmonar hidrostdtico, enquanto que a procalcitonina distingue uma infe¢do de
cardter bacteriano das fungicas e viricas, podendo ser util para distinguir pneumonia de
SDRA (no entanto, como a primeira pode desencadear a segunda, justifica-se, assim, o

facto do seu uso se encontrar limitado). (27).

Fatores humorais como possiveis biomarcadores

As guimiocinas, neste campo, podem ser Uteis, sendo possivel constatar que
fatores humorais como TNF-q, IL-1B, IL-6 e IL-8 estdo aumentados no FBA de pacientes
com SDRA, sendo a sua concentracdo proporcional a gravidade de progndstico.
Adicionalmente, valores plasmaticos e do FBA de CXCL-8, CXCL-1, CXCL-5 e CCL-2 estao
elevados em pacientes com elevado risco ou que ja sofrem de SDRA. Para além disso, os
valores de IL-6 e IL-8 estdo ainda relacionados com o tempo que os pacientes nao

necessitam de ventilacdo enquanto medida auxiliar de terapéutica.(27)

Mais recentemente, foi descrito um possivel novo biomarcador: a IL-18, que, de
resto, tem sido alvo de um numero consideravel de estudos que confirmam a sua
relacdo com a mortalidade e com um pior outcome. (82) Porém, existem outras
proteinas que também merecem a aten¢do da comunidade cientifica, tais como o VEGF,
o KGF (que estdo ambos relacionados com a severidade e com o outcome da doenca) e
ainda a anti-tripsina, que forma um complexo com a NE (NE-At) que ja foi identificado

como estando aumentado em pacientes que padecem de SDRA. (27)
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Substancias derivadas das células ativadas ou de tecidos lesados

Porventura, as substancias mais analisadas neste campo sdo as derivadas do
facto da barreira endotélio-capilar ser um ponto-chave na progressao da doenca. A nivel
do endotélio, a sICAM (molécula que modula a migracdo trans-endotelial dos
neutrdfilos, sendo, simultaneamente, uma importante molécula de adesdo presente no
endotélio) é a mais interessante do ponto de vista de incentivo a estudos futuros,
enquanto que, no que diz respeito ao epitélio alveolar, as proteinas SP-B e SP-D sdo as
gue mais podem balizar ndo sé a presenca desta patologia como também acompanhar

a proépria progressao da mesma. (27)

Uma meta andlise publicada em 2014 pode ter dado um contributo significativo
na tentativa de sistematizar que marcadores podem ser utilizados em diferentes etapas
da doenca, referenciando que, para o auxilio no diagndstico, fatores como a KL-6, LDH,
RAGE e VWF podem ser utilizados, enquanto que, para a previsao do outcome, assumem

especial destaque a IL-4, IL-2, ANG-2 e KL-2. (81)

Na tabela 5.1. estdo organizados cada um dos possiveis biomarcadores a serem
utilizados no diagndstico e/ou tratamento da LAP/SDRA em func¢do da fase da doenca

gue se pretende avaliar.
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Tabela 5.1. Biomarcadores passiveis de serem medidos num ensaio clinico (adaptado de
(69))

5.2. Interacdo entre elasticidade e imunidade inata

Estudos experimentais relataram que, em pacientes com pulmdes normais, a
ventilacdo com grandes volumes correntes (superiores a 10 ml/kg) pode ser efetuada
sem causar lesdes. De resto, em ratos sauddveis, apenas se comega a notar a capacidade
maxima de extensdo alveolar quando o volume ventilatdrio ultrapassa os 40% da
capacidade total do pulmdo. (83) Contudo, em pulmdes com fun¢do reduzida ou
danificada, nota-se uma reducdo dbvia e inerente do volume efetivo alveolar, fazendo

com que o volume ventilatério usado num pulmao saudavel cause colapso alveolar. (70)
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Esta elasticidade injuriosa causa um upregulation do recetor CD14 que, por sua
vez, altera a sensibilidade dos macréfagos ao LPS (determinacgdo essa que foi feita ex
vivo), sustentando o facto do LPS poder surgir associado a ventilacdo nainducdo da lesdo

pulmonar, pois o CD-14 é um coreceptor chave na integra¢ao LPS-TLR4. (70)

No entanto, Smith et al. verificou que este sinergismo apenas aparenta existir a
medida que a idade do paciente aumenta. (84) Outras moléculas ativadoras da resposta
inata estdo presentes em lesdes desta envergadura, nomeadamente as DAMP’s que
conseguem desencadear uma resposta inflamatéria na auséncia de micrébios e

somente com a ventilagdo. (70)

5.3. O epitélio alveolar na LAPs

A lesdo epitelial alveolar disseminada, que pode ocorrer por processos
necroticos e/ou apoptdticos, foi comprovada em andlises post mortem a pacientes com
SDRA/LAP, sendo do conhecimento geral, que a ventilagdo mecéanica causa uma
disrupgdo direta e/ou necrética em modelos utilizando ratinhos. Por seu turno, toxinas
bacterianas causam lise direta das células epiteliais do trato respiratério. Portanto, em
virtude de ndo se conseguir intervir nos mecanismos celulares associados a necrose, a
principal estratégia passa por minimizar e prevenir os fatores predisponentes para a
patologia, pela técnica de utilizacao de volumes correntes reduzidos e pela erradicacao

da infecdo bacteriana. (70)

Relativamente a apoptose, estd mais do que evidenciado o seu papel
contributivo na morte celular verificada nas principais regidoes pulmonares, mediada
principalmente pelos recetores TNF e Fas. Portanto, minimizar a ativacdo da apoptose
pode ser uma estratégia efetiva ndo sé a nivel da progressao da doengca como também

para a sua propria resolugao.
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5.4. TGF-B como mediador-chave da LAP

A ativacdo cutdnea e pulmonar da citocina TGF-B assume-se como um fator
preponderante no aumento da permeabilidade epitelial (por deple¢do da glutationa
intracelular), conforme testado in vitro. De resto, ratinhos em que lhes foi retirado o
fator de ativacao do TGF-B (integrina a-v-B 6) demonstrou-se ser um fator protetor

contra a LAP induzida por administracdo de bleomicina ou LPS. (85)

Estudos posteriores também demonstraram que o TGF-B reduz a expressao, a
nivel epitelial, de canais de sddio em pneumdcitos de tipo Il (quer em ratinhos quer em
humanos), levando a um menor efluxo de 4dgua do espaco intraalveolar, pelo que,
concluindo, a inibicdo desta citocina pode ser uma alternativa para diminuir a lesdo

pulmonar. (86)

5.5. Compreensado de fatores de risco especificos para a LAP

E possivel afirmar com clarividéncia que os modelos animais ajudaram a
complementar informacgdo sobre alguns dos fatores de risco mais importantes para a
LAP, nomeadamente a aspiracao de conteudo gastrico, transfusdes, febre e o consumo

cronico de alcool. (70)

Relativamente ao primeiro fator supracitado, o modelo classico de aspiracao do
conteudo gastrico envolve, conforme discutido anteriormente, a instilagcdo de acido com
um valor de pH na ordem de 1,5, causando lesdo direta nos pulmdes por um processo
inflamatdrio grave, com producdo de IL-8 e outras citocinas proinflamatdrias. No
entanto, é do conhecimento geral que os humanos com LAP sdo geralmente tratados
com inibidores da bomba de protdes e/ou antagonistas dos recetores H; por forma a
aumentar o pH do seu meio gastrico. Por norma, este aumento do pH é suficiente para
ndo causar lesdo em animais. Ndo obstante, o facto de algumas citocinas
proinflamatdrias poderem estar presentes no conteudo géstrico podem, per si, criar
uma lesdao pulmonar quando instiladas em animais, tendo sido esse facto provado por
Bregeon em que, apds recolha de amostras de suco géastrico de pacientes com LAP em
estado critico e de pacientes sob ventilacdo, verificou que os primeiros, ao conterem

uma maior concentracdo de citocinas no meio gastrico (nomeadamente IL-1B),
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provocam uma lesdao pulmonar mais grave em coelhos, independentemente do pH, o
que pode ajudar a explicar o facto de, em pacientes alvo de terapéuticas antiacido, a
aspiracdo do conteudo gastrico desencadear na mesma uma resposta inflamatéria

intensa, embora transiente. (87)

Por sua vez, a lesdo pulmonar induzida por transfusdes em modelos animais é
normalmente precedida de uma exposi¢ao ao LPS, o que permite justificar o facto deste

tipo de etiologia ser mais comum em humanos em estado critico. (70)

Quanto a febre, embora possa ser perspetivada como um fator protetor do
organismo, diversos modelos animais visaram entender de que forma este mecanismo
pode estar associado ao outcome. Em modelos de peritonite, a febre melhora o outcome
dos pacientes (88) sendo que, em modelos de hiperdxia ou de sujeicdo a baixas doses
de LPS, o processo febril causa um aumento significativo da mortalidade ndo s6 devido
a um aumento do recrutamento de neutréfilos como também por exacerbagao do

processo apoptético celular. (89,90)

Por ultimo, o mecanismo pelo qual o dlcool pode potenciar o aparecimento de
LAP foi, em grande parte, desvendado por recurso ndo sé a ensaios clinicos como
também a modelos animais, em que ratinhos com um aporte calérico proveniente de
uma dieta rica em alcool desenvolveram uma reducdo das concentracoes de glutationa
nos pneumdcitos de tipo |l, associado a uma redugdo do transporte de sddio e agua,
evidenciando o alcool como um fator que aumenta a suscetibilidade de um individuo ao

desenvolvimento de LAP. (91-93)

5.6. Células estaminais na LAP

O surgimento da hipotética utilizacdo de células estaminais na terapéutica da
LAP tem levado a criacdo de novos modelos animais. (70) Estudos embriondrios
envolvendo a utilizacdo de células estaminais mesenquimatosas da medula éssea (BM-
MSC, do inglés bone marrow mesenchimal stem cells) em ratinhos com LAP induzida por
bleomicina verificaram uma reducao da lesdo pulmonar, mas apenas quando as células
estaminais eram administradas imediatamente apds a bleomicina, ja ndo se registando

esse mesmo efeito quando o espaco temporal entre as mesmas administracdes eram de
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7 dias, emergindo, entdo, a hipdtese da bleomicina induzir a migracdo destas células
para o tecido pulmonar lesado, onde ocorre uma posterior diferenciacdo (67,68,94).
Contudo, este processo migratdrio ndo é reportado em vdrios outros estudos, sendo
algo raro e passivel de discussao ao nivel da sua relevancia clinica.(95) Mesmo assim, o
facto das células estaminais exercerem um potente efeito protetor por mecanismos
anti-inflamatdrios (reduzindo a expressao de citocinas e estimulando a diferenciagao
celular) é um dado adquirido, conforme verificado pela sua administracdo intratraqueal

em modelos animais de LPS. (96)

5.7. Resolucdo da LAP

Os modelos animais vieram acrescentar novos dados relativos a resolucdo da
LAP, nomeadamente no que diz respeito ao papel dos linfécitos ao longo deste mesmo
processo. Ratinhos knock-out para a existéncia de células maduras linfocitarias
obtiveram um processo de resolucdo mais atrasado, tendo, inclusive, taxas de
mortalidade maiores devido a uma maior extensdo temporal da doenca. (70) De facto,
aquando do fornecimento de células T contendo, entre outros, o recetor para a IL-1q,

verificou-se uma melhoria do processo de resolugao. (97)

5.8. Virus e LAP

O facto dos mecanismos de infecao levados a cabo por algumas classes de virus
envolverem o sistema respiratdorio pode incitar a sua utilizacdo como vetores
terapéuticos. Por exemplo, a infecao do epitélio das vias respiratérias por parte de
adenovirus da-se pela sua entrada através da superficie basolateral das células,
colocando, assim, em aberto a hipétese de se utilizarem adenovirus modificados (em
gue a sua replicacdo se encontra deficiente) como vetores para possiveis terapéuticas.
Outros virus que afetam principalmente o aparelho respiratério, como o virus SARS
(coronavirus que afeta principalmente pneumdcitos de tipo Il) ou o hantavirus (que
provoca um edema generalizado por se encontrar nas células microvasculares

endoteliais do pulmao) podem igualmente ser opc¢des a considerar. (70)
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Porém, também esta demonstrado que infe¢Oes virais aumentam a sensibilidade
dos pulmdes a ventilagdo mecanica, na medida em que, ao interagirem com recetores
TLR dos macréfagos, os virus provocam o aumento da producdo de citocinas e outros
mediadores pro-inflamatdrios, levando a um aumento da permeabilidade alvéolo-
capilar e, como tal, exacerbando a lesdo induzida pela propria ventilacdo mecanica.
Consequentemente, esta ativagao sinergista da imunidade inata tem de ser considerada

aquando da instalacdo de uma terapéutica. (70)

5.9. LAP em pediatria

O facto das criangas desenvolverem LAP com menor frequéncia e com melhor
progndstico também é alvo de interesse para a comunidade cientifica, e a transposicao
dessas questbes para os modelos animais é prova disso. Aliado ao facto de possuirem
menos (ou mesmo nenhuma) co morbilidades, quando comparadas com os adultos com
LAP, existem estudos que confirmam que a interagao prejudicial entre aimunidade inata
e a ventilacdo mecanica aumenta com a idade. (70) Smith et al. submeteu ratinhos de 3
e 16 semanas a mesma frequéncia de ventilagdo (entre 2 e 4 horas) e constatou que
houve uma exacerbacdo do processo inflamatério apenas nos ratinhos mais velhos (84).
Para além disso, Alvira e os seus colaboradores indicaram que existem diferencas a nivel
da ativacao de genes cluster em ratinhos jovens e adultos aquando da administragao de

LPS, o que influenciou a propria resposta imunitaria. (98)
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6. Conclusoes

Mesmo apds um longo periodo de investigacao, verifica-se que, no contexto da
LAP/SDRA, a comunidade cientifica ainda estd longe dos objetivos propostos pelos

principais prestadores de cuidados de saude.

Em primeiro lugar, é ainda dificil balizar os pacientes que sofrem de LAP/SDRA
daqueles que, apesar de reunirem sinais e sintomas sugestivos, ndo padecem da mesma
patologia. Consequentemente, se a partir do momento em que nem sequer ha uma
definicdo precisa e exata de uma doenca (apesar da definicdo de Berlim, em 2011, ter
estreitado um pouco o caminho em diregdo a tal) todo o trabalho que fica a jusante do
diagndstico acaba por estar afetado. Com este trabalho, ficou patente a ideia de que é
necessario apurar os critérios de diagndstico da LAP/SDRA, para se poder instaurar uma
terapéutica mais eficaz. Para este efeito, a necessidade de encontrar um biomarcador
especifico almeja-se como uma opcgdo viadvel, visto que, ao estarmos perante uma
evolugdo vertiginosa a nivel das andlises clinicas, permitird indubitavelmente assegurar

aos profissionais de salide que estdo a lidar com casos de LAP/SDRA.

E ainda importante realcar que os mecanismos fisiopatoldgicos inerentes a esta
enfermidade ja se encontram bem estabelecidos. A divisdo em trés fases fundamentais
(aguda, proliferativa e fibrética) permite acompanhar com maior precisao a evolucdo da

doenca, e adequar estratégias terapéuticas em funcdo da sua progressao.

Apesar disso, infelizmente ainda ndo existe um farmaco que seja capaz de
diminuir a (ainda) elevada taxa de mortalidade verificada para a LAP/SDRA. N3o
obstante ja existirem intervencdes farmacolégicas que preservem a vida de alguns
doentes, almeja-se ainda encontrar o tal farmaco life-saving que atenue todos estes
dados epidemioldgicos. O facto da LAP/SDRA ser uma situagdo patoldgica que envolve
multiplas vias, desde um processo inflamatdrio descontrolado até a ativagdo exacerbada
da coagulacdo, por exemplo, torna este processo muito moroso e desafiador. Diversos
farmacos ja demonstraram atuar numa via em especifico, mas ndo se notam
repercussoes nos dados epidemioldgicos exatamente por haver uma multiplicidade de

alvos a atenuar.
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E praticamente um dado adquirido que ndo existem farmacos que sejam
auténticas “balas magicas” mas, mesmo assim, podem haver alguns que estejam mais
préximos de o ser. Neste campo, as células estaminais podem trazer um novo paradigma
na abordagem a esta patologia, na medida em que o seu carater seletivo para se
instalarem em zonas de lesdo celular pode permitir o seu usufruto como vetores para o
encaminhamento de alguns farmacos para zonas criticas, obtendo, consequentemente,

a tdo desejada seletividade no tratamento.

Contudo, existem ainda poucos estudos sobre novas abordagens terapéuticas na
LAP/SDRA, sendo necessdrio um maior investimento nesta darea, visto que a
manipulagdo laboratorial é de extrema importancia no contexto de estudo de qualquer
doenca, uma vez que permite elucidar os mecanismos pelas quais esta se desenvolve,
desbravando, simultaneamente, possiveis pontos-chave que podem ser utilizados em
estudos subsequentes com vista a otimizar a terapéutica ja existente. Um dos objetivos
deste trabalho foi explanar quais sdo os modelos animais mais utilizados para este fim,
e constata-se que ha muitas alternativas a explorar, desde a criagdo de um modelo que
replique todas as fases da patologia verificada nos humanos, até a escolha do animal

gue mais se assemelhe a fisiologia humana.

Concluindo, serve a presente dissertacdo para demonstrar que uma melhor
elucidacao a nivel dos critérios de diagndstico, articulada com melhores cuidados de
saude durante e apds o internamento (com vista a melhorar as sequelas fisicas e,
sobretudo, psicoldgicas), permitirdo, em associacdo com modelos animais mais concisos
e representativos, direcionar a comunidade cientifica para a utilizacdo e criagao de
farmacos que permitam tornar a LAP/SDRA numa doenga cada vez menos mortal e

causadora de indices de morbilidade cada vez mais reduzidos.
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