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Membrane in Acute Lung Injury.
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RESUMO

A lesdo pulmonar aguda/sindrome do desconforto respiratério agudo (LPA/SDRA) pode ser induzida por diferentes causas. A
lesdo pulmonar ocorre por efeito direto sobre as células epiteliais pulmonares ou em decorréncia de efeito indireto sobre as
células endoteliais, onde o dano pulmonar decorre da liberagdo de mediadores inflamatérios em 6rgaos distais. Neste artigo,
enfatizamos as diferencas microscépicas e submicroscépicas no pulmao envolvido na LPA e SDRA, ambas caracterizadas por
intensa resposta inflamatéria local com acimulo de diferentes tipos celulares.

O remodelamento do parénquima pulmonar caracterizado por fibroelastogénese ocorre em paralelo com o processo infla-
matorio. O progndstico do paciente dependera da resolucdo do evento inicial e do balango entre a intensidade das respostas
inflamatéria e de remodelamento. Diferentes protocolos tentam modificar ambas as respostas, mas todos com resultados
negativos.

Postulamos que, para uma melhor compreenséo da fisiopatologia da SDRA, diferencas microscopicas e submicroscopicas
devem ser consideradas. Logo, para se estabelecer uma conduta clinica mais precisa e melhorar o progndstico desses pacien-
tes, deve-se considerar a etiologia da LPA/SDRA.

Descritores: sindrome do desconforto respiratério do adulto/patologia; lesdo pulmonar aguda/patologia; microscopia ele-
trénica; microscopia confocal.

ABSTRACT

Acute lung injury/acute respiratory distress syndrome (ALI/ARDS) can be induced by various causes. Lung injury can occur
through direct or indirect effects on the lung epithelial cells, the latter caused by the release of inflammatory mediators in
distal organs. In this article, we emphasize the lung microscopy and ultrastructural changes seen in ALl and ARDS, both of
which are characterized by an intense inflammatory process with cell infiltration.

The lung parenchyma remodeling process is characterized by fibroelastogenesis occurring in parallel with the inflammatory
process. The prognosis depends on the resolution of the initial event and on the balance between the inflammatory respon-
se and the remodeling process. Although various protocols have been developed in attempts to modify those aspects, none
have produced positive results.

We postulate that a better understanding of ARDS cannot be gained without taking lung microscopy and ultrastructural
analysis of the lung parenchyma into account. Therefore, in order to improve the clinical management and the prognosis of
patients with ALI/ARDS, the etiology of the syndrome should be considered.

Keywords: adult respiratory distress syndrome/pathology; acute lung injury/pathology; microscopy, electron; microscopy,
confocal.
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INTRODUCAO

Sob a denominagdo lesdo pulmonar aguda
(LPA) e sindrome do desconforto respiratério
agudo (SRDA) estao incluidas doencas multifa-
toriais nas quais uma resposta inflamatéria agu-
da determina o aumento da permeabilidade
capilar pulmonar, manifestando-se clinicamen-
te por hipoxemia severa, infiltrados difusos nas
imagens radiogréficas e diminuicdo da compla-
céncia pulmonar (1). Posteriormente, medidas
sintomaticas frequentemente empregadas,
como a ventilacdo mecanica, poderdo ampli-
ficar a resposta inflamatdria e danificar os pul-
moes. Diferentes protocolos tentam modificar
aresposta inflamatdria, porém todos com resul-
tados negativos. Além disso, ndo se dispdem de
critérios clinicos que possam identificar quais

pacientes irdo desenvolver LPA/SDRA, sugerin-
do a necessidade de novas ferramentas para
aumentar a precisao diagndstica (2). Muitos au-
tores tém estudado as diferencas morfoldgicas
a procura do que possa estar relacionado ao
dramatico mecanismo da hipoxemia (3). Nesta
revisdo, a estrutura da barreira alvéolo-capilar
serd abordada com relagcdo a microscopia 6tica,
reconstrucdo tridimensional pelo microscépio
confocal e microscopia eletronica.

DANO ALVEOLAR DIFUSO

O dano alveolar difuso (DAD) é definido por um
padrdo histolégico de LPA, caracterizado por lesao
segmentar difusa e severa da barreira alvéolo-capilar,
presente nos pulmoées de pacientes com LPA/SDRA
(4,5). Subdivide-se de acordo com o curso temporal
da lesdo em estagio precoce e tardio, designados,
respectivamente, como DAD agudo e DAD fibropro-
liferativo (4).

Estdgio Agudo Exsudativo

Precocemente, a avaliagdo submicroscépica de-
monstra apoptose de pneumdcitos tipo Il (Figuras 1A
e 1B) e de células endoteliais (Figuras 1C e 1D).

Apoptose

A apoptose ou morte celular programada desen-
cadeia-se por alteracdes na expressao génica (p53 e
Bcl-2). A citocina tumor necrosis factor (TNF, fator de
necrose tumoral) induz apoptose nas células endo-
teliais normais (6-9). Sabe-se também que células
epiteliais alveolares cultivadas in vitro liberam um
fator que protege as células endoteliais da artéria
pulmonar da apoptose em resposta ao TNF (10). Esse
fendmeno sugere que a integridade dos dois tipos
de células lesados na SDRA — endotelial e epitelial
— ocorre independentemente. A lesdo das células
endoteliais determina a perda da continuidade da
parede capilar, promovendo o edema pulmonar (11).

Figura 1 - Caracteristicas submicroscopicas do pulmao no estagio precoce do
DAD. Os capilares (Cap) estdo tortuosos por congestdo. Em A, pneumdocitos
tipo 2 (P2) em apoptose desprendem-se da membrana basal (setas) com a
cromatina densamente marcada junto a membrana nuclear. Nucleos dos P2
apresentam condensagdo da cromatina para formar aglomerados circunscri-
tos, uniformemente densos, como massas em crescente que comprimem o
envelope nuclear (Em A e B). Note as organelas degeneradas no interior dos
P2 (Em A, B e D). Em B, o nucleo das células endoteliais (End) também aparece
em apoptose. Em C e D, inicio do efluxo de neutrdfilos (Neu). Coloracéo: citrato
de chumbo e uranila

A lesdo das células epiteliais permite que o fluido ga-
nhe acesso aos espacos aéreos, e o preenchimento
alveolar conduz ao colapso alveolar pela diminuicao
da tensao superficial (11). O aumento da deformida-
de vascular determina aderéncia dos neutréfilos a
parede dos pequenos vasos. A microvasculatura lesa-
da reflete a expressdo de moléculas de adesao na su-
perficie de células endoteliais, leucocitos e plaquetas
(8). A superfamilia de integrinas, selectinas e imuno-
globulinas representam as principais familias dessas
moléculas envolvidas. As integrinas sdo expressas por
leucécitos, os membros da superfamilia de imuno-
globulinas sdo expressos por células endoteliais, e as
selectinas sdo expressas por ambos (12). As selectinas
promovem o rolamento dos leucécitos ao longo da
parede vascular, os quais se movem para a superficie
das células endoteliais estimulados por citocinas, ra-
dicais oxidantes e outros sinais pré-inflamatérios. A
seguir, moléculas de adesédo sdo expressas para deter-
minar o achatamento e o afilamento dos leucécitos
nas vénulas pds-capilares, ativando assim os leuco-
citos. Finalmente, as células migram através das jun-
¢oes celulares endoteliais, atravessando a membrana
basal em direcdo ao lumen alveolar. O vazamento
capilar reflete a lesdo da membrana basal ou éreas
desnudas de endotélio (12). O aumento da permea-
bilidade representa outra propriedade sinalizada das
células endoteliais (13). Ambos os tipos de células
epiteliais alveolares sdo lesadas na SDRA (8,9). A le-
sdo das células do tipo | causa alteragdes na fungao
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da barreira (permeabilidade) e nas trocas gasosas. A
lesdo das células do tipo Il resulta em disfuncao do

surfactante (14).

Microscopicamente, o estagio agudo do
DAD é caracterizado por edema intra-alveolar
e intersticial (Figura 2). Ab'Saber et al. (15) com-
pararam a SDRA fatal e a hemorragia alveolar
em espécimes pulmonares usando imunofluo-
rescéncia e microscopia confocal. A SDRA reve-
lou lesdes epiteliais, membranas hialinas e ex-
sudatos fibrinosos (Figuras 3A e 3B), enquanto
a hemorragia alveolar mostrou descontinuida-
de nas paredes alveolares, extravasamento de
hemacias ao intersticio e espaco alveolar (Figu-
ras 3C e 3D). Esse estdgio é seguido por colapso
alveolar (Figura 2A). De fato, Katzenstein et al.
(16) descreveram o colapso alveolar como uma
forma importante de remodelamento ativo
no DAD. Posteriormente, Myers et al. (17) de-
monstraram que o mesmo fendmeno ocorre
em outras pneumonias intersticiais fibroticas. A
destruicao do revestimento epitelial e a aposi-
¢ao de dois septos desnudos sdo seguidas de
re-epitelizacdo da superficie aérea exposta,
levando a perda permanente de alvéolos (16-
18). Gomes et al. (19) estudaram as caracteris-
ticas estruturais do remodelamento ativo no
DAD. Demonstraram que, no colapso alveolar,
os septos alveolares desnudos desabam uns
sobre os outros sequestrando alvéolos com
algumas células epiteliais reativas para prote-
ina surfactante A, confirmando que, de fato,
representam dois septos colapsados ao invés
de espessados (Figura 2B). Essa demonstracao
foi realcada através da coloracdo para fibras
elasticas, cujo nimero mostrou-se aumentado
(Figura 2C), e fibras do coldgeno normais (Figu-
ra 2D). O colapso alveolar, a decapitacdo de cé-
lulas do revestimento alveolar, a denudacédo da
membrana basal epitelial e a permeabilidade
capilar alterada ja presente sdo potencializadas
pela formacdao de membrana hialina (Figura
2A). Gomes et al. (19) também demonstraram
que as superficies alveolares colapsadas usu-
almente exibem extensa denudacdo e varia-
vel formacdo de membranas hialinas, as quais
estdo aderidas aos septos alveolares através
de gaps na camada de laminina (Figura 2E).
As areas desprovidas de denudacdo exibem
proeminente re-epitelizacdo por células epi-
teliais reativas para proteina surfactante A. Os
espacos aéreos remanescentes encontram-se
alargados e distendidos com disposicdo cen-
troacinar e diminuicdo do nimero de espacos
aéreos por 4cino. O padréo histolégico da fase
aguda do DAD pode ser mais bem apreciado
apos a reconstrucao tridimensional por micros-
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copio confocal (Figura 3B), conforme demonstrado por
Ab’'Saber et al. (15).

Surfactante-A

Figura 2 - Caracteristicas microscopicas do DAD no estdgio inicial. Em A, empilha-
mento dos septos alveolares pelo colapso alveolar e revestimento por membra-
nas hialinas (setas). Apds reagao imuno-histoquimica, identificam-se os P2 (em
B, setas) aprisionados nos septos empilhados. Em meio aos septos empilhados,
identificam-se fibras elasticas rotas e irregulares (em C, setas) e aumento de bir-
refringéncia das fibras do coldgeno (em D, setas). Durante o estagio precoce do
DAD, a coloracdo por imuno-histoquimica permite identificar a rotura segmen-
tar da membrana basal entre as células alveolares e os capilares (em E, setas). Em
B e E, imuno-histoquimica.
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Figura 3 - Caracteristicas do DAD sob microscopia confocal. Ap6s imuno-histo-
quimica utilizando anticorpo citoqueratina CK-7 para a identificacdo de células
epiteliais alveolares (Epi) e anticorpo anti-CD34 para o reconhecimento de célu-
las endoteliais nos capilares (Cap), sob imunofluorescéncia, as células epiteliais
alveolares aparecem em birrefringéncia esverdeada e os capilares em vermelho.
No inicio do quadro (em A), os Cap estdo ingurgitados, tortuosos e a membrana
basal com roturas segmentares (setas). Na fase subsequente (em B), a dilatacédo
dos Cap e a membrana basal permitem a saida de proteinas do plasma, forman-
do o edema e as membranas hialinas (Mhial). J& nos quadros de hemorragia al-
veolar (em C), nota-se irregularidade espacial dos Cap que permitem a saida das
hemacias (Hem) para os espacos alveolares (em D).
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Influxo de Neutroéfilos

A fase aguda completa-se com o influxo de neu-
trofilos (Figura 1D), os quais, uma vez ativados, liberam
uma variedade de proteases, como a elastase neu-
trofilica, que degrada a elastina e outras moléculas
estruturais, determinando assim a distorcao da arqui-
tetura pulmonar normal (20). As formas mais reativas
de radicais oxidantes produzidos por neutréfilos e
macrofagos sdo responsaveis pela lesdo tecidual (21),
causando descontinuidade de membranas pelo pro-
cesso de peroxidacao lipidica. Pelo influxo de neutro-
filos, ocorre ainda a hiperproducédo de elastase (22) e
a inativacao da alfa-1 antitripsina por oxidacao (23),
resultando, portanto, em um desequilibrio entre a ati-
vidade elastolitica e a antiprotease nos espacos aéreos.
Sob microscopia confocal, observa-se a descontinuida-
de na barreira alvéolo-capilar com efluxo de hemacias,
neutréfilos e macrofagos para o limen alveolar; a des-
truicdo total da parede alveolar também determina o
desacoplamento das células epiteliais alveolares da
membrana alvéolo-capilar (Figuras 3A e 3B).

Liberacao de Citocinas Pro-Inflamatérias

No pulmao, células epiteliais, endoteliais e mesen-
quimais, além de macréfagos alveolares e neutrofilos,
podem ser ativados para produzir citocinas. Em baixos
niveis, a ativacao de citocinas mantém a integridade ce-
lular funcional durante a defesa tecidual e a resolucdo do
processo inflamatorio. A excessiva liberacdo sistémica de
citocinas, como ocorre na sepse e na sindrome da respos-
ta inflamatéria sistémica, determina o quadro pulmonar
da LPA/SDRA como uma consequéncia da lesao endote-
lial devido a excessiva ativacao da cascata de citocinas. Na
SDRA, quatro citocinas estdao envolvidas, duas das quais
sdo precocemente produzidas na cascata — TNF-a e
interleucina-1p (IL-1B) — e duas tardiamente — IL-6 e IL-
8. Essas duas citocinas, TNF-a e IL-1(3, séo liberadas preco-
cemente na circulacao sistémica por células mononucle-
ares em resposta a endotoxinas gram-negativas durante
o curso da sepse e da SDRA (7,8,24). Ja a IL-8 é produzida
por mondcitos, linfdcitos, fibroblastos, células epiteliais e
células endoteliais ap6s a estimulacao dessas células por
endotoxinas (25), TNF-a ou IL-1B. A IL-8 também ativa
neutrofilos, que estdo em altos niveis em pacientes com
SDRA (26) e em modelos experimentais de LPA (25). A
IL-6 é uma ativadora de linfécitos e fibroblastos, e, como
TNF-a e IL-1(3, é responsavel pela fase aguda da reacao.
A IL-6 também regula a proliferacdo de fibroblastos e a
producdo de colageno (7,8). A presenca de IL-6 na SDRA
indica o final dos sinais inflamatdrios iniciais e 0 comeco
da modulacdo do processo reparativo e fibrético (11,25).

Estdgio Crénico Fibroproliferativo
Inflamacao Crénica e Sintese de Colageno

A fase aguda é seguida pela fase proliferativa,
que se instala entre 7 e 20 dias apds a lesao. Todavia,
alguns autores tém observado um aumento no nu-

mero de miofibroblastos pro-colageno tipos | (27,28)
e lll (7-9,29,30) durante o curso precoce da LPA, su-
gerindo que a fase proliferativa comeca muito mais
cedo do que previamente suposto. De fato, tipos de
colageno foram identificados por microscopia eletré-
nica por Rocco et al. (30). Esses autores relataram que
as fibrilas do coldgeno tipo | agregam-se para formar
fibras grossas de 74 nm, enquanto fibrilas do colage-
no tipo lll apresentam um diametro fibrilar de 45 nm
(30). O colageno tipo lll é identificado precocemente
em lesbes leves, enquanto o colageno tipo | apare-
ce tardiamente tanto na lesao leve como na severa.
Recentemente, Prota et al. (31) demonstraram o uso
terapéutico de células mononucleares derivadas da
medula 6ssea em um modelo experimental de lesao
pulmonar induzida pelo lipopolissacarideo, no qual
houve melhora da mecanica pulmonar, prevencao da
atelectasia e infiltracdo neutrofilica. Araujo et al. (32)
avaliaram os efeitos respiratérios da terapia celular
com células mononucleares derivadas da medula 6s-
sea em um modelo de LPA pulmonar e extrapulmonar
induzido pelo lipopolissacarideo, sugerindo os bene-
ficios dessa terapia por sua habilidade em controlar a
inflamacdo tanto quanto contribuir para o reparo da
lesdo pulmonar.

Ultraestruturalmente, no estagio proliferativo,
ocorre hiperplasia de células epiteliais cuboidais ao
longo dos septos alveolares, que fazem protrusdo
para os espacos alveolares (Figuras 4A-C). As células
alveolares proliferantes exibem caracteristicas submi-
croscopicas de pneumacitos tipo 2 ou de seus precur-
sores (Figuras 3E e 3F).

Microscopicamente, o estdgio organizante do
DAD é caracterizado por proliferacdo difusa de fibro-
blastos, principalmente no interior do intersticio, e
proliferacao focal, no interior dos espacos aéreos (Fi-
gura 4D). Em cardter regenerativo, a proliferacdo de
pneumacitos tipo 2 tenta re-epitelizar a membrana
basal desnuda (18), mas a descontinuidade segmen-
tar na membrana pode também iniciar o processo
de remodelamento por fibrose intra-alveolar. Pélipos
miofibroblasticos intraluminais aderem-se as paredes
alveolares através de multiplos eixos, determinando
assim a formacao de neoseptos (19). Nos polipos, os
miofibroblastos distribuem-se em arranjo estorifor-
me no centro e orientam-se em paralelo na perife-
ria ao epitélio regenerativo citoqueratina-positivo e
surfactante-negativo, assim delimitando agregados
de alvéolos cicatrizados (19). Os septos neoformados
exibem espessas fibras de coldgeno (Figura 4E), po-
rém pouca quantidade de tecido elastico (Figura 4F).
Na fase de cura, uma camada de membrana entre o
epitélio e os capilares, composta de células surfactan-
te-positivas, delimita os alvéolos cicatrizados, confi-
gurando o padrdo de pneumonia obstrutiva (19). As
células mesenquimais assumem o fendtipo de fibro-
blastos imersos em rica trama de fibras coldgenas e
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eldsticas (Figura 4C). Os componentes fibroblasticos,
a unidade epitélio/membrana basal e a matriz extra-
celular nos diferentes estdgios dispdem-se paralela-
mente aos septos neoformados descritos acima.

apoptose pode ser de particular interesse na fase de
resolucdo da SDRA. Alem de sua participacado na lesdo
endotelial aguda, a apoptose é importante no contro-
le dos elementos celulares que se tornam excessiva-
mente redundantes durante o remodelamen-

Hematoxilina&ecsina

Figura 4 - Caracteristicas do estagio proliferativo do DAD. Seguindo a fase agu-
da, inicia-se a fase proliferativa na tentativa de reparar as lesdes sobre a barreira
alvéolo-capilar (em A, B e C). Procede-se entéo a hiperplasia de células alveolares
(P2) que tentam revestir a membrana basal rota (setas). As células proliferadas
exibem caracteristicas submicroscopicas de pneumdcitos tipo 2 (em C e D). O
processo regenerativo exterioriza-se na microscopia também sob forma de hi-
perplasia de células alveolares (em D, setas) sobre os septos colabados, agora
ja modificados pelo aumento das fibras do colageno (em E, setas) e das fibras
elasticas (em F, setas). Figuras A, B e C, microscopia eletrénica; figuras D, E e F,

microscopia otica.

LIBERACAO DE CITOCINAS PRO-FIBROSANTES

A fase fibroproliferativa representa um dos mais
importantes e pouco compreendidos mecanismos na
patogénese da SDRA. Aceitar a fase fibroproliferati-
va da SDRA como a cicatrizacdo do pulmao podera
levar a investigacdo dos mecanismos subjacentes. A
cicatrizacdo na maioria dos tecidos é regulada por
cascata de citocinas e outros fatores. Alguns desses,
tais como o fator de crescimento derivado de plaque-
tas, tém sido observados no lavado broncoalveolar
(LBA) de pacientes com SDRA (33). Em modelos ex-
perimentais de fibrose pulmonar, outro fator de cres-
cimento, o fator transformador de crescimento beta,
tem sido imunologicamente localizado nas areas de
fibrose intra-alveolar regulando a resposta fibroti-
ca precoce (25). Esses dois fatores de crescimento, o
fator de crescimento derivado de plaquetas e o fa-
tor transformador de crescimento beta, apresentam
propriedades quimiotaticas e mitogénicas, o que os
torna candidatos prioritdrios na atracdo de células
mesenquimais no intersticio, estimulando sua repli-
cacdo. Consideravel interacdo existe entre células
epiteliais e fibroblastos na regulacdo da fibrose (34).
A leséo epitelial desempenha o papel de estimular a
replicacao de fibroblastos; por sua vez, a replicacdo
mesenquimal inicia a re-epitelizacdo. Novamente, a

28 Pulmao RJ 2011;20(1):24-30

to tecidual. O remodelamento pulmonar pode
ser confrontado com tal situacdo permitindo
supor que a apoptose na fase fibroproliferati-
va da SDRA ocorre para controlar o excesso de
proliferacao fibroblastica.

DUAS ROTAS PARA A LESAO PULMONAR
NA LPA/SDRA

Duas rotas diferentes de lesdo pulmonar
na LPA/SDRA sao descritas. A LPA/SDRA ocorre
devido a um efeito direto nas células epiteliais,
refletindo o envolvimento pulmonar a distan-
cia como resposta a inflamacéo sistémica (35).

Gattinoni et al. (36) sugerem que pacien-
tes sob efeito direto de lesdo pulmonar exibem
baixa complacéncia e apresentam unidades
alveolares menos suscetiveis ao recrutamen-
to por ventilacdo mecanica do que pacientes
com processos iniciadores extrapulmonares.
Pelosi et al. (37) analisaram as radiografias to-
racicas através de escores apropriados e de-
monstraram que pacientes sob efeito direto
de lesdo pulmonar apresentam aumento das
opacidades focais e edema quando compa-
rados com pacientes sob efeito indireto, en-
quanto a quantidade de densidades difusas
foi similar em ambos os grupos.

Em um estudo em autopsias de pacientes com
SDRA, Hoelz et al. (38) descreveram diferencas histo-
morfométricas em lesdes pulmonares na SDRA pri-
maria e secundaria. Esses autores encontraram um
predominio de colapso alveolar, exsudato fibrinoso
e edema das paredes alveolares na SDRA pulmonar.
Diferencas morfoldgicas entre LPA/SDRA primaria e
secundaria vém sendo também descritas por nosso
grupo (39-41), com maior aumento no contetdo do
colageno na LPA/SDRA priméaria comparado a LPA/
SDRA secundaria na fase precoce da doenca, en-
quanto o conteudo de fibras elasticas foi similar em
ambos 0s grupos.

A partir de experimentos em animais, um au-
mento dos componentes inflamatérios no LBA e
no soro é esperado na SDRA primdria e na SDRA
secundaria, respectivamente. Menezes et al. (42) en-
contraram um aumento de IL-8 e IL-10 no LBA em
relacdo a LPA experimental, enquanto um aumento
de IL-6 predominou na LPA primaria. Neutréfilos no
BAL foram mais frequentes na LPA primaria do que
na LPA secundaria. A LPA primaria mostrou mais
extensa lesdao no epitélio alveolar, com endotélio
capilar intacto e neutréfilos em apoptose, enquan-
to a LPA secundaria apresentou edema intersticial,
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células tipo | e Il e endotélio intactos. Os autores
concluiram que, sob a mesma disfuncao pulmonar
mecanica, independentemente da etiologia da LPA,
alesdo no epitélio pulmonar conduz a uma resposta
inflamatdria mais pronunciada e maiores alteraces
ultraestruturais. A evolucdo temporal do remodela-
mento parenquimatoso pulmonar na LPA/SDRA pri-
maria e secundaria foi também analisada pelos mes-
mos autores (43). Eles demonstraram que a lesdo no
epitélio pulmonar potencializa a fibroelastogénese,
enquanto animais com LPA induzida por lesao endo-
telial desenvolvem somente fibrose precocemente
reparada no curso agudo da lesao. Os autores con-
cluiram que alterag¢des funcionais e morfoldgicas
ndo sdo marcadores preditivos de remodelamento
parenquimatoso pulmonar.
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