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“Nado é o mais forte que sobrevive,
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RESUMO

A pneumonia bacteriana aguda é uma das principais preocupa¢fes de saude
publica atual e também uma das maiores causas de infec¢gdes nosocomiais no mundo
inteiro. Neste contexto, vale ressaltar inGmeros relatos clinicos atuais no Brasil e no
mundo acerca de linhagens bacterianas multirresistentes a antimicrobianos de ultima
geracdo, disseminadas nos ambientes hospitalares. Alguns destes representantes
bacterianos Gram negativo, altamente resistentes, incluem algumas amostras de
Klebsiella pneumoniae. A busca por métodos alternativos, associados a terapia
antimicrobiana, capazes de controlar o processo inflamatério inicial da doenca e
induzir melhora, pode representar ferramenta Util para auxilio no estudo da
patogénese da pneumonia. Evidéncias clinicas e epidemioldgicas tentam correlacionar
regressdo na mortalidade causada por infec¢cdes pulmonares bacterianas e virais em
pacientes submetidos previamente a terapia com estatinas. As estatinas sédo farmacos
utilizados no controle da dislipidemia, amplamente prescritos para a diminuicdo do
colesterol plasmético. Seu uso demonstra declinio significativo de doengas
cardiovasculares, sendo que, muitos estudos paralelos atuais também as
correlacionam a protecdo durante a incidéncia de algumas doencas respiratérias e
auto-imunes. O objetivo do nosso trabalho foi avaliar os efeitos associados ao
tratamento com atorvastatina antes e durante a infeccdo pulmonar experimental em
camundongos por Klebsiella pneumoniae. O tratamento com atorvastatina mostrou
diminuir o influxo de macréfagos e neutrofilos nos pulmfes e também a producéo de
citocinas pré-inflamatorias na fase inicial da infeccdo em camundongos C57/BL/6. No
entanto, ndo alterou o numero de bactérias recuperadas nos pulmdes ou no sangue. O
pré- tratamento aumentou a fagocitose de bactérias contidas nos neutroéfilos presentes
no espago broncoalveolar in vivo e de macrofagos in vitro. Também demonstramos
gue a atorvastatina ndo alterou a producédo de ROS em macréfagos fagociticos. Além
disso, os camundongos poés-tratados com a combinacdo de atorvastatina e imipenem
tiveram uma importante reducdo na mortalidade, em comparacdo aos camundongos
tratados com veiculos, atorvastatina ou imipenem de maneira isolada. A hipotese
levantada em nosso trabalho é de que o tratamento com atorvastatina poderia auxiliar
na antibioticoterapia, controlando respostas inflamatérias iniciais na pneumonia

bacteriana experimental, propiciando aumento da sobrevivéncia.

PALAVRAS-CHAVE: Klebsiella pneumoniae, resposta inflamatoria, atorvastatina,
imipenem, pneumonia.
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ABSTRACT

The clinical pathogen Klebsiella pneumonia has still been involved in many nosocomial
infections and resistance to the present carbapenic antibiotic treatments. Statins are
inhibitors of 3-hydroxy 3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) well known for
controlling plasmatic cholesterol levels and cardiovascular diseases. Some clinical
evidences describe pleiotropic effects of some statins including therapeutic effects on
the control of lung inflammation. Here, previous treatment with atorvastatin has shown
to decrease cell influx of neutrophils and macrophages to the lungs and also pro-
inflammatory cytokines levels in the initial phase of infection with K. pneumoniae in
C57/BL6 mice. However, atorvastatin did not modify the number of bacteria in the
lungs or in the blood, but decreased locally inflammatory responses. Treatment also
increased phagocytosis of opsonized bacterium in the neutrophils present in
bronchoalveoar space in vivo and macrophages in vitro. We also intriguingly
demonstrated that atorvastatin did not alter ROS production by that phagocytic
macrophages. Furthermore, mice post-treated with the combination of imipenem and
atorvastatin had an important reduction in mortality compared to mice treated with
vehicles, atorvastatin or imipenem alone. The present work hypothesized that pre- and
conventional treatment with atorvastatin could be an adjuvant on the treatment of
CAPS, capable of increasing survival and controlling initial inflammatory responses.
Here, we suggest a screening of patients previously or regularly treated with this statin,

in case of Gram negative pneumonia and when submitted to imipenem treatment.

Key words: Klebsiella pneumoniae, inflammation, atorvastatin, imipenem,
pneumonia.
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1) INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA:

1.1) Pneumonia: incidéncia e dados epidemiolégicos:

A pneumonia é uma doenga grave associada a infeccdo das células do
parénquima pulmonar, podendo acometer estruturas respiratorias tais como
brénquios, bronquiolos e alvéolos pulmonares. Sua incidéncia esta relacionada
a multiplos fatores, tanto enddégenos como ambientais e seu agravamento
clinico pode ser fatal. Seus principais sintomas incluem febre alta, dificuldade
para respirar, dor toracica, fraqueza, tosse seca, entre outros (MIZGERD, 2008

WELTE; KOHLEIN, 2009; FILE e MARRIE; 2010; BARTEN et al., 2010).

As pneumonias adquiridas na comunidade (CAPs - community acquired
pneumonia) constituem uma das principais causas de mortalidade e morbidade
no mundo inteiro (PINNER et al., 1996; WELTE, KOHLEIN, 2009; OMS, 2010).
Na América do Norte gera um custo anual de 17 a 23 bilhdes de ddlares por
ano (revisdes em RUIZ et al., 2000; FILE e MARRIE, 2010; RUUSKANEM et
al., 2011). A cada ano, 0 numero de pessoas acometidas ultrapassa trés
milhdes e estimativa de ébitos em torno dos 40.000 a 70.000 nos Estados
Unidos (MIZGERD, 2008). Na América Latina, dados epidemiologicos
demonstram que as CAPS representam a terceira maior causa de mortalidade
em adultos hospitalizados e sua percentagem gira em torno de 6% (ISTURIZ et
al.,2010). Nesse contexto, vale salientar que a mortalidade entre os pacientes
acometidos tratados fora do ambiente hospitalar € relativamente baixa (<2%),

enquanto este indice aumenta de 5 a 20% em pacientes hospitalizados. Esta
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situacdo € ainda mais agravante naqueles pacientes submetidos a terapia
intensiva, onde os percentuais de mortalidade podem atingir niveis acima de
50% (WELTE; KOHNLEIN, 2009). Além disso, a mortalidade infantil pode
chegar a 26 milh&es por ano, em dados destacados principalmente nos paises
considerados em desenvolvimento (OMS, 2010). Vale ressaltar também
gue algumas pneumonias possuem periodos de incubacado lentos e sintomas
dificilmente diagnosticaveis (KELLY et al., 2002; revisdo em MIZGERD, 2006;

2008).

A prevaléncia desta doenca da aspiracdo endoégena de microrganismos
residentes da orofaringe, ou inalagdo de particulas do meio externo contendo
0S micro-organismos envolvidos na doenga (PODSHUM, ULMANN 1999).
Estes incluem virus, fungos e bactérias Gram positivo e Gram negativo. Dentre
as bactérias, merecem destaques representantes como Streptococcus
pneumoniae, Haemophylus influenzae, Chlamydia pneumoniae e Klebsiella
pneumoniae (revisdo em PATEL et al., 2008), envolvidos na patogénese da
pneumonia. Estas espécies bacterianas continuam sendo responsaveis por
cerca de 5 a 10% dos casos agudos de pneumonias graves em ambientes
hospitalares (KARNARD et al., 1985; TUDOSE et al., 2010). Além disso, vale
ressaltar a importancia da pneumonia induzida por agentes multiplos, como na
co-infeccéo (bactéria-bactéria, virus-bactérias, fungos-virus, bactérias-fungos).
A especial atencao tem sido dada a co-infeccdo com o virus Influenza, devido
ao numero de casos envolvendo este micro-organismo (HALASA et al., 2010;

MCCULLERS et al., 2008; SHAHANGIAN et al., 2009).
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A gravidade desta doenca torna-se ainda mais alarmante quando levamos
em conta os diferentes tipos de genes de resisténcia a antibidticos, adquiridos
pelos tipos bacterianos relacionados. Entre eles, destacamos novamente K.
pneumoniae (PATERSON, 2004), como um microrganismo que vem adquirindo
nos ultimos anos, multiplos genes de resisténcia a diferentes tipos de agentes
B-lactamicos, frequentemente utilizados na prética clinica (revisdo em KALAN,
WRIGHT, 2011). Os surtos recentemente constatados em ambientes
hospitalares de diversas partes do mundo envolvendo a bactéira produtora de
K. pneumoniae carbapenase (KPC),enzimas que conferem resisténcia aos
carbapenémicos como meropenem e imipenem, sdo inerentes a esta questao,
sendo portanto uma das principais causas de preocupacdo em saude publica
nos ultimos anos (revisées em ARMAND et al., 2009; NORDMANN et al., 2009;

KALAN e WRIGHT, 2011).

1.2) Klebsiella pneumoniae e os antibimicrobianos carbapenémicos:

Espécies do género Klebsiellas sdo bacilos Gram negativo, aerobios,
imoveis, capsulados e ubiquos na natureza, podendo ser isolados comumente
em dois habitats distintos: o meio ambiente ou as superficies de epitélios de
muitos mamiferos hospedeiros. Em seres humanos, a espécie Klebsiella
pneumoniae, um micro-organismo com comportamento oportunista é residente
principalmente na nasofaringe e no trato digestivo, mas, algumas linhagens de
K. pneumoniae sdo altamente patogénicas, sendo responsaveis por processos
infecciosos pulmonares, no trato urinario, meningites e dermatoses

(PODSHUM; ULMANN, 1998, 1999).
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K. pneumoniae pode expressar varios fatores de viruléncia, incluindo desde
polissacarideos capsulares antifagociticos (CORTES et al., 2002), até
diferentes sorotipos de LPS (lipopolissacarideos) ou CPS (polissacarideos
capsulares) importantes na pneumonia por K. pneumoniae (PODSHUM,
ULMANN et al., 1999; SHANKAR-SINHA et al., 2004) ; adesinas contidas nas
estruturas como pilli e fimbrias e sider6foros (PODSCHUN and ULMAN 1999;
CORTES et al, 2002; LAWLOR et al, 2005). CANO et al, 2009;
demonstraram que diferentes polissacarideos da membrana, em diferentes
linhagens de K. pneumoniae estao relacionados a variados graus de viruléncia.
Além disso, sua citotoxicidade ndo esta diretamente relacionada a sua
aderéncia as células hospedeiras. Estes dados sugerem que fatores de
viruléncia adicionais liberados ou secretados pela bactéria, juntamente com 0s
polissacarideos capsulares também possam estar envolvidos na patogénese
da pneumonia por K. pneumoniae (LEE et al., 2012). Os fatores de viruléncia
mencionados anteriormente estdo representados esquematicamente na Figura
1. Vale ressaltar que a viruléncia de uma amostra de K. pneumoniae pode ser
também determinada pelos mecanismos induzidos pelo sistema de secrecao
de proteinas. No género Klebsiella podemos incluir principalmente o sistema de
secrecao do tipo Il (TSS2) e do tipo IV que sédo capazes de induzir lise de
membranas, poros mediados por caspases do hospedeiro, destruicdo de

tecidos ou lise de vacuolos (REYSS et al., 1990; SARRIS et al., 2011).
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FIG. 1. Schematic representation of Klebsiella pathogenicity factors.

FIGURA 1: Esquema sobre os fatores de patogenicidade em K. pneumoniae. Fonte:

Podschum, Ulmann, 1998. V.11, p.596.

Os antimicrobianos carbapenémicos, pertencentes ao grupo dos [-
lactamicos, sdo os mais frequentemente utilizados para controlar infecgbes
nosocomiais causadas por microrganismo Gram negativo multirresistentes
como Escherichia coli e K. pneumoniae (NORDMANN et al., 2009; KALAN,
WRIGHT, 2011). Estes antimicrobianos possuem atividade bactericida de
amplo espectro e melhor estabilidade diante das betalactamases, o que os
diferencia dos outros betalactamicos (NORDMANN et al., 2009). Eles sé&o
capazes de se ligarem as proteinas fixadoras de penicilina presentes na parede
bacteriana, principalmente as PBP1 e PBP2, provocando a lise osmética da
bactéria devido a facilidade de penetragdo pelos canais porinicos, nas

bactérias Gram negativas (PAPP-WALLACE et al.,2011). Dessa maneira,
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induzem um efeito pés-antibiético, pelo qual as bactérias que ndo foram mortas
s6 voltam a se multiplicar apds duas a quatro horas, mesmo com a droga em
sua concentracdo abaixo do nivel inibitério. Os carbapenémicos como
imipenem e 0 meropenem sdo recomendados como antibiéticos de primeira
linha na terapia de uma série de doencas nosocomiais graves causadas por
enterobactérias, embora ainda haja a preocupacdo sobre a emergéncia de
cepas altamente resistentes, incluindo arsenal enzimatico como imipenases
(NORDMANN et al., 2009). O imipenem foi descoberto, em 1979, como um
derivado mais estavel, inicialmente denomimado N-formimidoil-tienamicina. No
entanto, sofre a acdo de uma enzima renal, a dipeptidase, que provoca
hidrélise e inativagdo da droga. (PAPP-WALLACE et al.,2011). A descoberta da
cilastatina resolveu essa questdo pela sua alta afinidade com a enzima,
impedindo o metabolismo renal do antimicrobiano. Assim, este pode atingir alta
concentracdo na urina e menor toxicidade sistémica. Portanto, a apresentacéo
disponivel € o imipenem associado a cilastatina. Um novo antimicrobiano desse
grupo foi descoberto em 1987, o0 meropenem, com 0 mesmo espectro de agao
do imipenem, porém com maior estabilidade a acdo da dipeptidase renal.
Devido a presenca de um grupamento metila no carbono 1, o meropenem

dispensa a necessidade de um inibidor enzimatico (NICOLAU et al., 2008)

Como ja relatado, muitas amostras de K. pneumoniae atingiram alto grau de
variabilidade. Hoje sao relatados inumeros genes de resisténcia aos
antimicrobianos, que variam em tamanho e estrutura e encontram-se contidos
geralmente em plasmideos, mas também em transposons; caracterizados
como genes blakpc (PATERSON et al., 2004). Os genes blakpc s&0 0s mais
frequentemente identificados em K. pneumoniae e K. oxytoca, mas também
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sao descritos em outras enterobactérias como E. coli, Salmonella cubana,

Enterobacter cloacae e Proteus mirabilis (NORDMANN et al., 2009).

As duas principais enzimas associadas a resisténcia sao codificadas em
plasmideos e classificadas em dois tipos: AmpC[ lactamases (cefaloporinases)
ou ESLP-carbapenemases (hidrolases especificas dos carbapenémicos). O
mecanismo de acdo destas duas enzimas envolve predominantemente a
guebra enzimética ou degradacdo das moléculas dos antimicrobianos
carbapenémicos tornando-os modificados e inativos (NORDMANN et al.,

2009).

1.3) A pneumonia e a resposta inflamatoria:

A instalagdo da pneumonia no organismo depende do estado
imunolégico do paciente e fatores etarios, sendo que criangas e idosos sao 0s
mais afetados pela doenca (WELTE, KOHNLEIN, 2009). A resposta
inflamatoria apropriada € essencial para a defesa do hospedeiro contra os
estimulos infecciosos (TEIXEIRA et al., 2001). A ativacdo e recrutamento de
leucOcitos sdo necessarios para 0 processamento e apresentacdo de
antigenos, na manutencdo da funcao efetiva de qualquer resposta imune. Na
auséncia de inflamacéo, a letalidade é comum apds a exposicao ao agente
infeccioso. Por outro lado, a inflamacédo excessiva ou descontrolada pode
causar morte apos a infeccdo. Sado muitas as doencas relacionadas a
respostas inflamatorias desapropriadas, devido a diversos estimulos (LIBBY,
2002; WEINER; SELKOE 2002 ; VILCEK & FELDMAN, 2004, MEDHZITOV et

al., 2009; 2011).
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Macrofagos alveolares, bem como neutréfilos, sdo dotados de mecanismos
capazes de reconhecer 0S micro-organismos associados a pneumonia e
exercer atividade fagocitica especifica, pela utilizagdo ou liberacdo de
mediadores inflamatorios e complexos enzimaticos (SEREZANI et al., 2005;

SOARES et al., 2006; CAl et al, 2010).

Diferindo de outras pneumonias, a induzida por K. pneumoniae sofre

resolucao lenta, com tendéncia a se tornar crénica (DOYLE et al.,1997).

K. pneumoniae é classicamente reconhecida por de receptores FcyR apos
sua opsonizacado (SEREZANI et al., 2005). Este reconhecimento envolve vias
de sinalizacdo ativadas por TLR-2 e principalmente TLR4. Primariamente, a
infeccdo por K. pneumoniae patogénica ndo gera a inducéo da expressao de
NF-KB e ativacdo de MAPKs pelas células epiteliais, até que as bactérias
atinjam o micro-ambiente alveolar, onde é capaz de se estabelecer. Neste
contexto, um estudo anterior demonstrou que o receptor intracelular NOD1 é
requerido e importante para induzir a ativacdo de MAPK-1 e NF-KB
(REGUEIRO et. al., 2010). Além disso, esta deficiéncia na producdo de MyD88
e TRIF em camundongos esta correlacionada a uma aumento na letalidade e
na carga bacteriana nos pulmdes, sendo estas moléculas imprescindiveis no
estabelecimento do processo inflamatério (LIESHOUT et al., 2012). Dessa
forma, podemos concluir, que uma vez que a bactéria chega no pulméo, ela é
reconhecida por diferentes receptores de padrdes moleculares (PRRs) e a

partir disso, o hospedeiro é capaz de montar uma resposta inflamatéria com a

producéo de varios mediadores inflamataorios.
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De forma interessante, alguns estudos recentes demonstraram um
importante papel de vesiculas secretoras (outer membrane vesicles - OMV),
frequentemente produzidas e secretadas por micro-organismos gram negativos
como K. pneumoniae. Estas vesiculas, por sua vez, seriam veiculadoras de
fatores de viruléncia e padrdes de reconhecimento moleculares “empacotados”,
atuando em receptores contidos em células apresentadoras de antigenos e
fagocitos, antes da infeccao propriamente dita ocorrer. Dessa forma, as OMVs
seriam importantes na regulacéo da resposta imune inata durante infeccéo por
K. pneumoniae (KULP et al., 2005 e 2010). Outro estudo recente mostrou que
as OMVs induziriam respostas primarias de moléculas pro-inflamatérias como
IL-18 e IL-8 em células epiteliais in vitro. Ainda neste mesmo estudo, a
administracao intratraqueal destas OMVs provenientes de K. pneumoniae em
camundongos, induziu aumento significativo na producdo de IL-1p8 e IL-8 no
tecido pulmonar, através de uma resposta dose dependente durante a infeccao

pulmonar (LEE et al., 2012) .

Varios estudos tém sido realizados com o objetivo de elucidar o papel de
mediadores inflamatorios na resposta a infeccédo por K. pneumoniae (SOARES
et al., 2002, 2006; REGUEIRO et al., 2008; CAl et al., 2010; FAGUNDES et al.,
2011). Entretanto, os mecanismos envolvidos com a producéao/atividade
desses mediadores ainda nao estdo bem elucidados e merecem grande
atencdo. Dentre os mediadores inflamatorios liberados durante a infeccao por
K. pneumoniae podemos destacar as citocinas e quimiocinas. As citocinas
possuem papel importante na infec¢cao pulmonar por K. pneumoniae (CAl et al.,
2010, POE et al., 2013) uma vez que na auséncia de citocinas, como TNF-a
(MOORE et al., 2003 ) e IL-6 (YOSHIDA et al., 2001; SUTHERLAND et al.,
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2008) os animais se tornam mais susceptiveis a infeccdo. As citocinas podem
agir por varios mecanismos, entre eles a estimulacdo da producéo de radicais
livres: espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (principalmente o NO);
destacando o complexo NADPH oxidase (SEREZANI et al., 2004) e inducédo da
producdo de quimiocinas como CXCL-1, CXCL-2 e CXCL-5 (TSAI et al., 1998;
SOARES et al., 2003; 2006; CAI et al. 2010). Camundongos deficientes na
producdo de CXCL-1 apresentam menor percentagem de mortalidade diante a
infeccdo, comparando-se com animais selvagens; além de exibirem diminuicédo
no recrutamento de polimorfonucleares para o pulm&o. Além disso, 0s
camundongos também apresentaram aumento da carga bacteriana no
parénquima pulmonar 48 horas ap0s a inducdo da infecgcdo. Neste mesmo
contexto, também se demonstrou que CXCL-1 € importante para a expressao
secundéria de outras quimiocinas tais como CXCL-2 e CXCL-5. Além disso,
ativacao de seus receptores vem seguida da ativacdo de MAPKs e NF-KB (CAI

et al., 2010).

As citocinas também sao importantes na producdo de mediadores lipidicos
e esses podem exercer papel crucial na infeccdo por K. pneumoniae. Neste
contexto podemos destacar o LTB4 (MANCUSO et. al., 1998; MANCUSO;
PETERS-GOLDEN; 2000) e o PAF (SOARES et. al., 2002). De forma geral, a
auséncia desses mediadores também esta associada a um aumento da
susceptibilidade a infec¢cdo pulmonar por Klebsiella pneumoniae, uma vez que
0 bloqueio dos receptores de PAF ou LTB4, induz uma faléncia no

recrutamento de leucocitos e consequentemente aumento da carga bacteriana.
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Dessa forma podemos concluir que a resposta inflamatéria possui papel
essencial na protecdo a infeccdo. A resposta inflamatoria € orquestrada por
varios mediadores inflamatérios, conforme descrito acima, o que culmina com o
recrutamento e ativagdo celular responsavel pela fagocitose e Kkilling
bacteriano. Nesse contexto, as citocinas ganham papel de destaque, uma vez
gue podem desencadear todo o processo inflamatério. Porém, vale ressaltar
gue os mecanismos associados a infeccdo ainda ndo sado bem elucidados.
Como descrito anteriormente, a produ¢cdo de um mediador culmina com a
producdo de outro, 0 que exacerba a resposta inflamatéria. Entretanto, a
cascata pelo qual os mediadores sao liberados permanece como objeto de
estudo. Apesar da importancia na resposta inflamatéria, sabe-se que a
exacerbagdo da mesma esta relacionada com dano tecidual, aumento das
lesdes induzidas e morte (TEIXEIRA et al., 2001). Esses efeitos contraditérios
dos mediadores inflamatérios nos instiga a entender como a resposta
inflamatodria poderia ser controlada sem, entretanto, estar associada com
aumento da carga bacteriana. Varios grupos demonstram que o uso de drogas
gue inibam a inflamac&o exacerbada, sem, contudo, bloquear a capacidade do
hospedeiro em lidar com a infec¢édo pode ser importante alvo terapéutico (POE,

et al.2013).

Um estudo publicado recentemente aponta um importante papel de células
da linhagem monocitica residente alveolar (MDSC-myeloid—derived supresssor
cells) atuando especificamente na resolucdo da infeccdo por K. pneumoniae
em camundongos da linhagem C57BL/6. Tais células controlam a eferocitose
(fendbmeno da fagocitose controlada de neutrofilos apoptoticos da fase aguda)
pela producao de IL-10 na fase tardia. Estas células intra-alveolares residentes
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possuem fenotipo estabelecido como CD11b*Gr1™F4/80 e sdo semelhantes a
linhagem mieldide de células supressoras atuando na regulagdo da expresséo
de STAT-1 (infection signal transducer and activator of transcription 1). Neste
mesmo contexto, estes autores discutem estratégias de inibicdo de STAT-1 em
combinac¢do com o uso de antimicrobianos como nova estratégia terapéutica na
melhora de pacientes com resolucéo ineficiente deste tipo de pneumonia (POE

et al., 2013).

1.4) Potencial terapéutico das estatinas em doencas respiratérias e o

reposicionamento de farmacos.

As estatinas sdo farmacos amplamente utilizados, prescritos para o
tratamento de hiperlipidemias e que atuam no controle dos niveis de colesterol
plasmaticos, reduzindo com isso, os indices de mortalidade por doencas
cardiovasculares, principalmente coronarianas (revisaéo em HOTHERSALL et
al., 2006; CHOW et al., 2010). Sdo compostos moleculares inibidores da 3-
hidroxi 3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA), imprescindivel na
biossintese de colesterol, que inibem a conversdo do mevalonato
(HOTHERSALL et. al, 2006). Essa inibicdo reduz a secrecéo das lipoproteinas
contendo apolipoproteina B (apo-B) que, por sua vez, aumentam a sintese do
receptor de LDL e diminuem seus niveis plasmaticos (ENDO 1992). Esta
inibicio da HMG-CoA mediada pelas estatinas acontece devido a sua
similaridade estrutural ao substrato da enzima. Desta forma, como inibidores
competitivos da HMG-CoA redutase, as estatinas causam, além da diminuicéo

de mevalonato, a reducdo de outros compostos importantes como 0s
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isoprendides, amplamente utilizados em vias de sinalizacdo intracelular:

farnesilpirofosfato (FPP) e o geranilgeranilpirofosfato (GGPP).

A reducado hepética do colesterol leva a ativagdo de uma familia de fatores
de transcricdo denominados proteinas ligantes do elemento regulador de
esterol (SREBPs). Assim, ocorre um aumento concomitante na transcricdo do
gene que codifica o receptor LDL hepéatico. O aumento no numero de
receptores para LDL, por sua vez, regula o clearence de LDL circulante
(BROWN e GOLDSTEIN, 1997; HORTON e SHIMOMURA, 1999). Com a
inibicdo da sintese de mevalonato, também diminui os niveis de FPP e GGPP,
sendo estas moléculas importantes na isoprenilacdo de proteinas traduzidas,
tais como os membros das GTPases, Ras, RhoA e Rac-1. A isoprenilagao,
portanto, € um passo importante de associacdo dos complexos enziméticos na
membrana plasmatica e na dissociacdo dos rafts lipidicos que,
consequentemente, podem disponibilizar mudltiplos sitios de ligacdo ou
fosforilagdo (LIAO, 2002; LANDSBERGER et al., 2005). A redugdo da
isoprenilacéo é de fato, 0 mecanismo molecular mais promissor para explicar
os efeitos independentes da reducédo de lipideos pelas estatinas (TAKEMOTO
e LIAO, 2001). A geranilgeranilacdo € também de particular interesse, pois
afeta a ativacdo dependente de proteina G e com isso, muitas rotas de

sinalizacao.

Atualmente se sabe que algumas estatinas atuam em mecanismos
celulares diferentes dos originalmente descritos, induzindo outras reacodes
ainda pouco esclarecidas, incluindo propriedades anti-inflamatérias. Como

exemplo, as estatinas tem-se mostrado potentes inibidoras da atividade de
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TNF-a durante fibrose pulmonar e lesdo pulmonar aguda (revisdo em

HOTHERSALL et al., 2006).

A atorvastatina € uma estatina mais recentes, sendo um composto sintético
(WIERZBICKI et al., 2003) com meia vida plasmatica de 14 horas, possuindo
também propriedades antioxidantes (RIKITAKE et al., 2001; SHISHEHBOR et
al., 2003). Encontra-se envolvida em muitos fendmenos fisioldgicos, ainda
pouco compreendidos. KIENER e colaboradores (2001) confirmam que a
atorvastatina e a sinvastatina possuem efeitos anti-inflamatérios mais
significativos em relacdo a outras estatinas, atuando como moduladora em
diferentes leucécitos in vitro e in vivo. Além disso, muitos estudos descrevem
seu potencial terapéutico regulando a expressdo de moléculas de adesdo como
ICAM-1 e também de LFA-1 (GIGUERE et al., 2005). Autores afirmam também
gue este farmaco pode agir diminuindo a producdo de IgG e a proteindria
durante lesdo glomerular auto imune, reduzindo assim, a deposicdo de
imunoglobulinas, diminuindo a lesao glomerular (LAWMAN et al., 2004). Ainda
no contexto da inflamacdo renal, constatou-se diminuicdo na expressdo de
MHC de classe Il por mondcitos e linfocitos B. Ainda, a atorvastatina age
reduzindo a proliferacdo de células T in vitro e in vivo e a expressao do MHC Il
glomerular durante a lesdo auto-imune (revisdo em HOTHERSALL, 2006). A
atorvastatina também foi eficiente como estratégia terapéutica explorada no
tratamento da artrite reumatdide. O uso de 40mg/Kg diarios durante seis
meses, atuou amenizando o processo inflamatorio gerado na doenca (revisdo
em HOTHERSALL, 2006;WAHANE et al., 2010; KUMAR et al., 2010). Além
disso, em um modelo de artrite induzida em ratos realizado por nosso grupo, o
tratamento com 10 mg/Kg de atorvastatina inibiu o influxo de neutrofilos para o
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tecido articular apds a inducéo e diminuiu os niveis de IL1-B, IL-6, TNF-a e das
guimiocinas CCL-5 e CCL-2; além de declinio na nocicep¢do (BARSANTE et

al., 2009, SANTODOMINGO-GARZON et al., 2006).

Alguns estudos clinicos e epidemiologicos correlacionam a utilizacdo de
estatinas com a reducdo na mortalidade associada a infec¢cdes bacterianas
respiratorias graves, tais como as induzidas por Staphylococcus aureus entre

outras (CHOW et al., 2010).

Neste contexto, FESSLER e colaboradores (2005) demonstraram
experimentalmente as ac¢des correlacionadas a diminuigdo do perfil inflamatério
em camundongos pré-tratados com lovastatina, durante a infecgdo pulmonar
com K. pneumoniae. Neutrofilos isolados de camundongos tratados com
lovastatina apresentaram uma ativacdo de Rac-1, reducdo da resposta
inflamatoéria associada, além de alteracbes na polimerizacdo da actina,

quimiotaxia e diminuicdo de bactérias no tecido.

Outros estudos também tentam evidenciar o uso das estatinas como
promissor no controle da resposta imune e inflamatérias por infec¢des virais
como o HIV-1, Influenza A H5N1, o virus coxsasackievirus relacionado a
miocardite viral (LEAL et al., 2004; LIU et al., 2009; ZHANG et al., 2010).
Porém, alguns autores discordam desta hipotese, indagando um papel mais

bem descrito em infec¢cbes bacterianas (FEDSON et al., 2009).

Estas estatinas, incluindo a atorvastatina como foco deste estudo, por
possuirem todos estes efeitos pleitropicos ainda pouco descritos, podem ser

incluidas no reposicionamento de farmacos. Este procedimento representa a

30



nova indicagdo de medicamentos, na busca por novas terapias. O
reposicionamento vem sendo bem sucedido e explorado, inclusive pelas
maiores industrias farmacéuticas, consistindo em um novo uso de
medicamentos ja aprovados e disponiveis no mercado como alvo de

investigacoes futuras (ASHBURN et al., 2004, EICHBORN et al., 2010).

31



2) OBJETIVOS:

2.1) Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento com atorvastatina durante infec¢cdo pulmonar

experimental por Klebsiella pneumoniae em camundongos.

2.2) Objetivos especificos:

2.2.1) Avaliar a infeccdo com diferentes concentracfes de in6culos do
patbgeno K. pneumoniae ATCC-27736, em um modelo de infeccéo

intranasal in vivo analisando os seguintes parametros:

- mortalidade;

- recuperacao da carga bacteriana dos pulmdes;

- andlise do influxo celular para os pulmdes.

2.2.2) Avaliar o efeito do pré-tratamento com atorvastatina em
camundongos infectados com K. pneumoniae. Para isso, analisamos 0s

seguintes parametros:

- mortalidade;

- recuperacao de carga bacteriana;

- influxo celular para o pulméo;
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- niveis de citocinas/quimiocinas TNF-a, IL-6, CXCL-1, IL-1B, IL-10 nos

pulmdes e lavado broncoalveolar;

- parametros histoldgicos.

2.2.3) Verificar o efeito do pré-tratamento com atorvastatina em
animais infectados com K. pneumoniae, tratados com Imipenem. Para

ISs0, analisamos 0s mesmos parametros descritos no item anterior.

2.2.4) Avaliar o indice fagocitico in vitro e a producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em macr6fagos infectados com K.

pneumoniae e tratados com atorvastatina.
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3) MATERIAL E METODOS:

3.1) Animais:

Os experimentos com animais foram realizados em camundongos
C57BL/6J fémeas de 8 a 12 semanas (total de 20 a 30 animais por
experimento, divididos em grupos distintos de acordo com o experimento em
questdo); fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UFMG e mantidos em
condicdes de temperatura e luz controladas, com livre acesso a agua e
aracao, no biotério do laboratério de Interacdo microrganismo hospedeiro do
Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em experimenta¢do animal sob o nimero de processo 224/11

(CETEA-UFMG).

3.2) Condicdes de crescimento do micro-organismo:

As amostras de K. pneumoniae foram gentilmente cedidas pelo Laboratoério
de Imunofarmacologia do Departamento de Bioquimica do ICB/UFMG,
congeladas previamente a -70° C ( em solucdo contendo 1X 10° CFU/mL,
congeladas em estoque, contendo glicerol 10% v/v). Aliquotas dessa amostra
foram inoculados em caldo triptico de soja e submetidos ao crescimento em
escala logaritimica, durante 18 horas em estufa a 37° C. Ap0s o crescimento,
as amostras foram rapidamente centrifugadas a 375xg durante 15 minutos.
Apoés o descarte do sobrenadante, foram ressuspendidas em solucdo de salina
0,9%, plagueadas em Agar McConkey e também utilizadas para a infeccéo de

acordo com o crescimento.
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3.3) Modelo experimental de infec¢cédo por Klebsiella pneumoniae

Os animais C57BL/6J fémeas foram infectados por inoculag&o intranasal de
K. pneumoniae ATCC-27736, mantidas em nosso laboratério, congeladas a -
70°C em solugcdo 10% glicerol, na concentragdo de 10° UFC/mL. A
concentracdo do inéculo foi determinada através de culturas quantitativas para
atestar a viabilidade das colbnias através do cultivo e plagueamento em agar
McConkey de amostras estocadas, seguindo diluicbes sucessivas. Os animais
foram anestesiados com uma mistura de xilazina, ketamina e salina na
proporcdo de 50mg/mL de ketamina e 0,02 mg/mL de xilazina, e
respectivamente submetidos a instilacao de 30 yL de uma suspensao contendo
3x10 ® UFC/mL de K. pneumoniae. No primeiro grupo de animais (12
camundongos) foi levantada a curva de letalidade. Em um proximo
experimento, os animais foram eutanasiados para retirada dos pulmdes e do
lavado broncoalveolar para posterior analise do crescimento bacteriano
(contagem de UFCs), recrutamento leucocitario e da concentracao de citocinas.
Além disso, retiramos sangue para coleta de soro e avaliacdo da concentracao

sistémica de citocinas.

3.4) Pré-tratamento e tratamento de camundongos com atorvastatina e

pos-tratamento com o Imipenem:

O pré-tratamento com atorvastatina foi feito na dose de 10 mg/Kg de
peso corporal, em dose unica diaria (PFIZER), através de gavagem com
solucdo contendo veiculo PBS 24 horas antes da infeccédo por K. pneumoniae.

Durante os experimentos de letalidade, os camundongos foram tratados
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diariamente, sendo que os camundongos controles foram tratados com o
respectivo veiculo carboximetilcelulose 1,5% em PBS. O IMIPENEM (TIEPEM)
foi administrado 12 horas apo6s a infeccdo por K. pneumoniae na dose de

40mg/Kg de peso corporal de 8 em 8 horas.

3.5) Anédlises do lavado broncoalveolar (BAL):

O BAL foi retirado para contagem de leucécitos presentes nos espacos
alveolares. A traguéia foi exposta e um cateter de polietileno de 1,7 mm de
diametro foi inserido. Foram entéo injetadas trés aliquotas de 1 mL de tampéo
fosfato (PBS). Aproximadamente 2 ml de fluido foram recolhidos de cada
camundongo. Apoés a centrifugacdo do lavado o sedimento foi usado para
contagem de células, conforme descrito abaixo e o sobrenadante para
realizac@o do ensaio de ELISA e MPO. O numero total de leucécitos presentes
no lavado foi analisado em camara de Newbauer, apos adicionar solugdo de
Turk. A contagem celular diferencial foi realizada apés diluicio em BSA a 3% e
utilizacdo de citospin CIENTEC (375xg por 3 minutos) pela avaliacdo da
porcentagem de cada leucdcito na lamina corada com May-Grunwald-Giemsa.
As laminas confeccionadas foram utilizadas tanto para contagem diferencial de

leucdcitos quanto para avaliacdo do indice fagocitico.

O indice fagocitico foi determinado pela porcentagem média de neutrofilos
presentes nas analises do BAL que continham ao menos 2 bactérias em seu
citoplasma, a partir das laminas preparadas por citospin, conforme descrito por

SOARES e colaboradores (2002).
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3.6) Andlise do indice de hematécrito:

Uma amostra de sangue de cada animal foi coletada por meio de um
tubo capilar de vidro heparinizado para determinacdo do hemoconcentrado
(Perfecta), o qual foi centrifugado em uma centrifuga de micro-hematocrito por
10 minutos (Centrifuge hematocrit HT). Em seguida, foi realizada uma
proporcdo entre o comprimento das por¢gbes vermelha (concentracdo de
elementos do sangue) e transparente (concentracdo de plasma), através de

uma regra de trés simples.

3.7) Contagem das unidades formadoras de col6nia de K. pneumoniae:

No momento da eutanasia, aliquotas de sangue foram coletadas do plexo
braquial. Além disso, os ventriculos direitos foram reperfundidos com 3 mL de
salina estéril e os pulmdes coletados e posteriormente homogeneizado . Os
homogenatos e o sangue foram colocados em gelo e diluidos em uma série de
1:10. Cem microlitros de cada solugao foram plagueados em meio de cultura
agar McConkey (Difco) e incubados por 24h a 37°C. Posteriormente, as
unidades formadoras de colonia foram contadas. O limite de detec¢cdo de UFCs
foi de 100 bactérias por mL ou 100 bactérias por 100 mg de tecido em meio

McConkey.

3.8) Preparo do homogenato de tecido:

Os fragmentos de pulmdes foram removidos e estocados a -20°C. Para
obtencao do extrato, amostras de tecido foram homogeneizadas em tampéao de

extracdo (NaCl 0.4 M,NaPO4 10 mM, PMSF 0.1 mM, cloreto de benzetbnio 0.1
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mM, EDTA 10 mM, Tween 200.05%, 0.5% de BSA, 20 KI de aprotinina),
utilizando o homogenizador Ultra-Turrax (Scientific Pennsylvania, USA). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000xg/10min a 4° C em
centrifuga BR4 (Jouan Winchester VA, USA) e os sobrenadantes recolhidos e

estocados a -20°C, para posterior analise.

3.9) Quantificacdo da mieloperoxidase (MPO):

A quantificacédo indireta do acumulo de neutréfilos no tecido foi obtida
pelos ensaios da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) como descrito

anteriormente por RUSSO et al., 2009.

Fragmentos teciduais foram removidos e congelados a -20° C. Ap0s
descongelamento, os tecidos (1g de tecido em 19 mL de solugdo tampdao)
foram homogeneizados em tampao pH 4,7 (0,1 M NacCl, 0,02 M de Na PO4,
0,015 M de NaEDTA), utilizando homogeneizador elétrico (Power Gen 125-
Fischer Scientific Pennsylvania, USA) e o precipitado foi submetido a lise
hipotdnica (15 mL de solugcéo NaCl 0,2% seguido da adicdo de igual volume de
solucdo contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 segundo apos). ApGs nova
centrifugacédo, o precipitado foi ressuspendido em tampdo NaPO4 0,05 M (pH
5,4) contendo brometo de “hexadecyltrimethyllammonium (HTAB)” 0,5% e re-
homogeinezado. Aliguotas de 1 mL de suspensédo foram transferidas para
microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP Brasil) del,5 mL e
submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento utilizando-se de

nitrogénio liquido. Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 min
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a 2500xg e recolhidos os sobrenadantes. As amostras de tecido foram diluidas
previamente a analise em tampdo NaPOs 0,05 M. A atividade da
mieloperoxidase é calculada pela medida das alteracdes na densidade Optica
(OD) a 450 nm utilizando-se de TMB (1,6 mM) e H202 (0,5 mM). A leitura foi
realizada em leitor de ELISA (Status-labsystems, multiskan RC, Uniscience do
Brasil). Os resultados foram expressos como numero total de neutrofilos
acompanhado da OD do sobrenadante do tecido comparados com neutréfilos
da cavidade peritoneal igualmente processados. Para tanto, a inducdo de
neutrofilos na cavidade abdominal foi realizada pela injecdo de 3 mL de

caseina 5%.

3.10) Quantificagdo da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG):

A enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase € uma enzima lisossémica produzida
por macrofagos ativados, que quando quantificada no tecido pulmonar, serve
como medida indireta de macrofagos no tecido. Fragmentos de pulmdes foram
homogeneizados em uma solugcdo contendo 200 mM de &cido citrico, 0.5%
Triton X-100 até a obtencdo uma suspensdao homogénea, posteriormente
centrifugada a 2500xg durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado
para a realiza¢do do ensaio enzimatico.

Para o ensaio, foram adicionados 100uL das amostras diluidas em duplicata
a uma placa de 96 pocos. Em seguida, foram adicionados 100uL do substrato
NAG (p-nitrofenil-n-acetil-B-D-glicosamina) (SIGMA) diluido em tampao

citrato/fosfato (pH 4,5). As amostras foram incubadas a 37° C durante 10
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minutos. Por ultimo, foram adicionados 100 pL de tampao glicina 0,2M pH 10,6
(contendo 133 mM glicina, 83 mM Na2COs, and 67 mM NaCl). A absorbancia
correspondente foi medida em espectrofotdbmetro, em comprimento de onda
equivalente a 405 nm e a atividade de NAG foi calculada baseada em uma
curva, com diferentes concentragbes de  p-nitrofenol-n-acetil-B-D-

glicosaminidase (NAG).

3.11) Quantificacéo de citocinas/quimiocinas (ELISA):

ELISA foi feito a partir do sobrenadante do extrato de pulmdes e do lavado
broncoalveolar obtido conforme procedimento descrito acima no item 3.8. Os
niveis das citocinas/quimiocinas foram detectados de acordo com as normas
contidas nos protocolos do fabricante (R&D Systems), para cada mediador em
andlise (IL-1B, IL-6, TNFa, CXCL-1(KC), IL-10. A concentracdo referente a

cada amostra é calculada a partir de uma curva padrédo correspondente.

3.12) Histologia:

Amostras de pulmdes foram removidas e fixadas em solugao de formol a
10% em tampao fosfato pH=7,4 durante 24h e posteriormente processadas
segundo protocolo de desidratacdo, com solucdes de etanol em diferentes
concentracdes (70%, 85%, 95% absoluto |, II, 1l durante 30 minutos cada.
Posteriormente foram colocados em xilol I, 1l por 20 min; paraplast (Sigma)
liguido (3 banhos de 30 minutos) e posteriormente incluidos em blocos de

paraplast. Os tecidos incluidos foram cortados posteriormente em micrétomo,
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com espessura de 5 pm e distendidos sobre laminas de microscopia
previamente identificadas. Apo6s desparafinizacao (xilol), alcool absoluto, alcool
90, 80, 70%, agua) as laminas foram entdo coradas em corante hematoxilina
(20 segundos)- eosina (8 segundos), segundo protocolo de coloragédo H.E
(hematoxilina-eosina). Apds serem novamente desidratadas, as laminas foram
diafanizadas e montadas com laminulas, utilizando solugdo sintética de
colagem (Entelan, Sigma) para posterior analise em microscopio Optico. As
laminas foram submetidas a uma escore semi-quantitativo de acordo com o
grau relativo do infiltrado inflamatério, tal como descrito no CROWE e
colaboradores (2007). A inflamacdo parenquimatosa foi pontuada como se
segue: 0, auséncia de inflamacao; 1, infiltrado inflamatdrio local perivascular;
2, inflamacé&o branda, estendendo-se ao longo de 25% dos cortes de pulméo;
3, inflamacdo moderada cobrindo 25-50% do parénquima dos cortes de
pulméo; 4, inflamacgdo extensiva cobrindo até 75% dos cortes de pulméo; 5,
inflamacg&@o grave cobrindo mais de 75% ou mais das areas avaliadas dos

cortes de pulmao.

3.13) Obtencao de macrofagos para cultura:

Camundongos C57BL/6 foram injetados com solucéo de tioglicolato 3%
na cavidade intraperitoneal. As células foram coletadas 3 a 4 dias apés a
injecao, através de lavagem peritoneal (3 vezes com 3 mL de PBS gelado) e
foram adicionadas em meio incompleto (RPMI-1640), centrifugadas por 10
minutos a 859x g. O sobrenadante foi entdo descartado e ressuspendido com

10 mL de meio incompleto e centrifugados novamente por 10 minutos a 859X
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g. Apdés remover o sobrenadante por aspiragcdo, novamente o pellet foi
ressuspendido em meio completo RPMI-1640, onde depois foi obtida a
contagem do numero de células em camara de Newbauer. A quantidade de
células foi entdo ajustada para 3 X 10° células por poco e incubadas em placas
de 96 pocos em 200uL de RPMI contendo 10% de soro fetal bovino, por um

periodo de 18h a 37°C em 5% CO..

3.14) Ensaio de fagocitose:

Macroéfagos peritoneais, obtidos conforme descrito anteriormente foram
pré-tratados por um periodo de 30 minutos com 100 uM/ml de atorvastatina
(PFIZER). Apb6s o tratamento, o ino6culo de K. pneumoniae foi adicionado na

propor¢cao de 1:30 (macrofagos/bactérias).

A fagocitose de K. pneumoniae, bem como a analise dos niveis de NO,
ROS e mediadores inflamatorios foram feitas 30 minutos, 2 e 24horas apos a

infeccdo dos macrofagos.

3.15) Avaliacdo da producédo de ROS (espécies reativas de oxigénio) e

NO (6xido nitrico):

As espécies reativas de oxigénio (ROS) foram quantificadas nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos infectados e tratados ou ndo com
atorvastatina (10uM) a partir da utilizacdo de 50mM por poco de diacetato de

2' 7'dichlorodihidrofluoresceina (H2DCFDA, Invitrogen). A fluorescéncia foi
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determinada em fluorimetro (Synergy 2, BioTek, USA) utilizando-se o
comprimento de onda equivalente a 485 nm. A emissdo foi medida em
comprimento de onda de 530 nm. Os valores foram expressos na forma de
nameros relativos (fold increase) da fluorescéncia em relacdo aos controles. A
dosagem de NO foi realizada a partir do sobrenadante das culturas de
macrofagos, utilizando-se do método de Griess: 50uL do sobrenadante foram
adicionados a 50 pL do reagente de Griess (1% de sulfanamida em 2,5% de
acido fosforicoe 0,1% de naftilenodiamida-HCI) e incubados por 10 minutos em
temperatura ambiente. O indice de NO foi avaliado a partir da leitura em
comprimento de onda de 540 nm e a concentragdo determinada baseada em

uma curva padrao de nitrito de sddio.

3.16) Analise Estatistica:

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM)
de pelo menos 5 animais por grupo. As analises de variancia (ANOVA ONE-
WAY) foram realizadas para comparar os grupos de experimentos. Em caso de
significancia foi realizado o pds-teste de Bonferroni. O nivel de significancia foi

considerado em p<0,05.
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4) RESULTADOS:

No modelo de pneumonia experimental induzida por Klebsiella
pneumoniae em murinos, mediadores inflamatorios sdo expressos durante as
primeiras 24 horas apos a infeccdo, acompanhado do influxo de células
polimorfonucleares para os espacos alveolares, com consequente aumento do
inflitrado inflamatério (CHEUNG et al., 2000; SOARES et al., 2002; 2003 e

2006; FESSLER, et al. 2005; COGEN et al., 2009).

Inicialmente, camundongos fémeas da linhagem C57BL6 foram
infectados com varios in6culos de Klebsiella pneumoniae ATCC-27736, como
verificado na figura 2A, com o inéculo de 3 X10%° UFC/mL, 40% dos animais
sucumbiram a morte com até 7 dias apés a infeccdo. O inéculos de 10* e 10°

nao foram capazes de induzir letalidade.

A recuperacdo da carga bacteriana no pulméao 24 horas poés-infeccéo
com K. pneumoniae foi proporcional ao tamanho do in6culo, sendo que a maior
recuperacgéo foi conseguida com o inéculo de 108 (Figura 2B). Vale ressaltar,
gue este inoculo foi associado com sintomas tipicos de morbidade gerados
pela infeccdo como piloerecdo, secrecdes oculares, ptose palpebral,
encurvamento do dorso. Baseado nesses achados, todos 0s experimentos

seguintes foram realizados com o in6culo de 3x10°.
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FIGURA 2: (A) Curva de letalidade inéculo-dependentes (cada camundongo foi infectado
através de instilagédo intranasal de 30 pL de cada inoculo, n =6), (B) Unidades formadoras de
colénia (UFC) recuperadas dos pulmdes de camundongos C57BL6 infectados por diferentes

indculos de K. pneumoniae, * p<0,05 em relacdo ao indculo de concentragdo 10%.

Uma vez que, dados epidemiolégicos apontam a hipétese de melhora de
infeccdes bacterianas nosocomiais em pacientes previamente tratados com
estatinas e que a atorvastatina esta relacionada a efeitos pleiotrépicos anti-
inflamatorios realizamos experimentos de infeccdo por K. pneumoniae em

animais tratados com atorvastatina.

Conforme, demonstrado na Figura 3, o tratamento com atorvastatina foi
capaz de inibir a letalidade induzida por K. pneumoniae. A infeccéo por K.
pneumoniae induziu a morte de camundongos a partir do terceiro dia, gerando
um percentual de sobrevida equivalente a 25% (n=12 por grupo), no final do
periodo de 13 dias apds a infeccdo. O pré-tratamento com a atorvastatina

aumentou de maneira significativa esta percentagem, além de gerar também
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um atraso da letalidade. A morte dos animais iniciou-se sete dias apés a
infeccdo. O percentual de sobrevida no final de 15 dias foi de 70% em

camundongos tratados em relagdo a camundongos nao tratados.

100- - veiculo
*p<0,01 - atorv

S
©
=
§ 504
o
@)
%)

0

1as

T T T T T T T T T T T T T T 1
ONTVYD XD O0A DBOIONIDND
d D.i

FIGURA 3: Curva de letalidade de camundongos C57/BL6 infectados com 3 X 108 UFC/mL de
K. pneumoniae. Os animais foram submetidos ao tratamento diario com atorvastatina (10

mg/Kg) ou seu respectivo veiculo. p< 0,05. n=5 a 7 por grupo.

Inicialmente, avaliamos o efeito do tratamento com atorvastatina na
perda de peso induzida pela infeccdo. Como demonstrado na Figura 4A, a
infecgdo pulmonar com K. pneumoniae induz significativa perda de peso nos
primeiros dias pés infec¢cdo, sendo que em 3 dias, 0os animais perderam cerca
de 30 % do peso corporal. O tratamento com atorvastatina, ndo foi capaz de
reduzir esse padrdo. Apesar de importante perda de peso, 0S animais
infectados com K. pneumoniae ndo apresentaram alteracdo na
hemoconcentracdo. Conforme demonstrado na Figura 4B, ndo houve diferenca

no nivel de hematécrito em nenhum dos grupos avaliados.
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FIGURA 4: Percentagem de perda de peso (A) e medida do hematécrito (B) em camundongos nao
infectados tratados com veiculos (NI) infectados tratados com veiculos (Kp) e infectados tratados com

atorvastatina (atorv), n=6 ** p< 0,05 em relacdo a camundongos nao infectados (One-Way ANOVA).

Como demonstrado na Figura 5A, a infecgao por K. pneumoniae induz
um aumento significativo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) em
relacdo a animais ndo infectados. A quantificacdo desta enzima refere-se a
medida indireta do acumulo de neutréfilos nos pulmdes (MATOS et al., 1999).
O tratamento com atorvastatina foi capaz de reverter significativamente os
niveis de MPO observados em camundongos infectados. Além disso, dosamos
0s niveis da enzima n-acetilglicosaminidase, que indica, indiretamente, o
acumulo de macréfagos no tecido pulmonar. A atividade dessa enzima foi
aumentada no pulmdo de camundongos infectados (Figura 5B). O pré-
tratamento com a atorvastatina também levou a uma diminui¢do significativa na

concentracdo NAG, em comparacdo aos camundongos tratados com veiculo.
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FIGURA 5: (A) Quantificacdo de mieloperoxidase (MPO) e (B) N-acetilglicosaminidase (NAG)
24h pés-infeccao com K. pneumoniae: NI (ndo infectado tratado com veiculo de atorvastatina
carboximetilcelulose 1,5%); veiculo (infectado tratado com veiculo de atorvastatina); atorv
(infectado tratado com atorvastatina). #p<0,05, 'p<0,01 em relagdo aos camundongos
infectados tratados com veiculo. (n = 7 nos grupos tratados com veiculo e atorvastatina e n=6

no grupo nao infectado).One-Way ANOVA).

A infeccdo com K. pneumoniae induziu um aumento significativo do
namero total de leucdcitos no lavado broncoalveolar. O tratamento com a
atorvastatina diminuiu o influxo de células totais induzido pela infeccéo
pulmonar (Figura 6). Corroborando esses dados, o tratamento com
atorvastatina diminuiu 0 numero de mondcitos e neutréfilos induzidos pela
infeccdo. Vale ressaltar que ndo houve alteracdo do numero de linfécitos em
nenhum grupo avaliado. Também né&o houve alteracdo do numero de células
totais ou diferenciais no sangue em nenhum dos grupos avaliados (dados n&o

demonstrados).
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FIGURA 6: Contagem total e diferencial de células contidas no lavado broncoalveolar (BAL)
de camundongos C57/BL6 tratados ou ndo com atorvastatina 24h apés a infeccdo com K.
pneumoniae. * p< 0,05; # p< 0,01; (n experimental = 7 nos grupos tratados com veiculo e

atorvastatina e n=6 no grupo nao infectado. One-Way ANOVA).

Esse conjunto de resultados demonstra que o tratamento com
atorvastatina foi capaz de diminuir a letalidade e o recrutamento leucocitario,
sem contudo diminuir a perda de peso dos animais infectados. Trabalhos
anteriores demonstram que a infeccdo pulmonar por K. pneumoniae esta
associada a alteracdes histologicas importantes caracterizadas por influxo
celular e hiperemia (VAN DER WINDT et al., 2010; POE et al., 2013). De fato,
animais infectados apresentaram grandes areas de intensa hiperemia tecidual,
acompanhado de aumento na ocorréncia de infiltrados inflamatérios tanto
perivasculares quanto parenquimatosos (Figura 7 B D, F). Estes processos
patolégicos observados em camundongos infectados acometeram cerca de 50
a 75% do total do tecido pulmonar avaliado. De maneira interessante, 0s

camundongos infectados e tratados com atorvastatina, apresentaram uma
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significativa diminuicdo de &reas hiperémicas preenchidas por infiltrados
inflamatérios, comparando-se com camundongos somente infectados (Figura 7
C, E e F). Além disso, apresentaram acometimento tecidual diminuido em
relacdo a camundongos infectados, com cerca de 30 a 45% do total das &reas
avaliadas preservadas. A Figura 7 também mostra o escore histopatologico e
as fotos comparativas entre os grupos infectados com K. pneumoniae e

tratados com veiculo ou atorvastatina.

50



M AT AP B T
.37{:-%) y e #2414 1w
gt ATt

PP . L BV W I

£ S S A %

A D Lk Y A MRS TOME
hdh LA o

» Y b}(
R A el X fr

& }:\_{ Jo& BN, = " : A
g:‘- ‘E}:." b, U‘:: {» B, 5 b ‘;: 7 :‘.«'_.‘2 "'il‘\’i' ﬁ,{)
R A Y s YN

indice histopatol6gico

¥ N
A%

e
Feie

S

FIGURA 7: (A) Parénquima pulmonar
de camundongos n&o infectados (NI);
(B e D) pulmédo de animais infectados
tratados com veiculos (veiculo); (C e
E) pulmdo de animais infectados
tratados com atorvastatina (ator). n= 4
por grupo. (F) Escore histopatolégico. *
p<0,05 NI em relagéo ao grupo veiculo
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A infeccdo com K. pneumoniae induziu um aumento significativo na
concentracdo das citocinas TNF-a, IL-6 e CXCL-1, dosadas do tecido pulmonar
em comparagdo com as concentracbes observadas em camundongos né&o
infectados (Figura 8). O tratamento com atorvastatina foi associado a uma

diminuicao significativa na concentracdo dessas citocinas nos pulmoes.
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FIGURA 8: Concentracdo de citocinas TNFa e IL-6 e quimiocina CXCL-1 nos pulmdes de
camundongos C57/BL6 n&o infectados ou infectados com 3 X 108 CFU/mL de in6culo com K.
pneumoniae, pré-tratados com veiculo ou atorvastatina. *p<0,001; #p<0,05. n=6 nos NI e
N=7 nos infectados tratados com veiculos ou atorvastatina 10mg/Kg. One Way ANOVA. e

test t Student para CXCL-1 nos pulmdes p<0,05.

Avaliamos também a concentracdo dessas citocinas no lavado bronco-
alveolar. De forma similar ao pulméo, ocorreu aumento de TNFaq, IL-6 e CXCL-

1 no lavado broncoalveolar que também foi diminuido pelo tratamento com

atorvastatina (Figura 9).
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FIGURA 9: Concentragdo de citocinas TNFa e IL-6 e quimiocina CXCL-1 em BAL de
camundongos C57/BL6 n&o infectados ou infectados com 3 X 108 CFU/mL de in6culo com
K. pneumoniae, pré-tratados com veiculo ou atorvastatina. *p<0,001; # P<0,05. n=6 nos NI
e n=7 nos infectados tratados com veiculos ou atorvastatina 10mg/Kg. One Way ANOVA. e

test t Student para CXCL-1 nos pulmdes p<0,05.

Além disso, a infec¢do também induziu um aumento significativo dos

niveis de IL-1B no tecido pulmonar (Figura 10A), embora, a atorvastatina nao

tenha alterado sua concentracdo no tempo avaliado. N&o observamos

diferengas na producao de IL-10 entre os diferentes grupos (FiguralOB).
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FIGURA 10: Concentracdo de citocinas IL-1B(A) e IL-10 (B) nos pulmdes de
camundongos ndo infectados (NI); camundongos infectados tratados com veiculos
(veiculo) e infectados tratados com atorvastatina. # p<0,05. n=6 nos NI e n=7 nos

infectados tratados com veiculos ou atorvastatina 10mg/Kg. One Way ANOVA.
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Uma vez que houve diminuicdo significativa de resposta inflamatoéria
com diminui¢cdo do recrutamento celular, a nossa proxima pergunta foi verificar
se a inibicdo no recrutamento de neutroéfilo estava associada a um aumento da
carga bacteriana. Interessantemente, embora com importante diminuicdo do
influxo de leucdcitos para o sitio pulmonar, ndo houve prejuizo na capacidade
do hospedeiro em combater os microrganismos. Como observado na Figura 11
A e B, recuperamos o mesmo numero de unidades formadoras de coldnias

tanto do sangue quanto dos pulmdes de animais tratados com veiculo ou

atorvastatina.
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FIGURA 11: (A) Unidades formadoras de colénia no sangue, (B) UFC/100 mg de tecido
pulmonar recuperadas de camundongos C57/BL6 infectados com 3X 10® CFU/mL de K.

pneumoniae e submetidos ao tratamento com atorvastatina (10 mg/Kg) ou seu respectivo

veiculo.

Uma vez que houve diminuicdo do namero de leucocitos sem haver

alteracdo da recuperacdo da carga bacteriana, nosso proximo passo foi avaliar
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a atividade fagocitica dos leucdcitos tratados ou ndo com atorvastatina. Para
esse fim, realizamos contagens de neutrdfilos contendo bactérias no
citoplasma de animais infectados tratados com veiculo ou atorvastatina. Os
resultados demonstraram que cerca de 25% dos neutréfilos de animais
infectados tratados com veiculo continham pelo menos 2 bactérias, ao passo
gue cerca de 50% dos neutrofilos retirados de camundongos tratados com
atorvastatina continham pelo menos 2 bactérias. Os resultados estdo
expressos na Tabela 1 e esta andlise baseou-se no total de 200 células por
lamina. Vale ressaltar que os neutréfilos de animais tratados com atorvastatina

parecem mais eficientes, baseado na maior atividade fagocitica.

TABELA 1: Perfil fagocitico de polimorfonucleares provenientes do lavado broncoalveolar de

camundongos infectados, tratados ou ndo com atorvastatina.

Grupos M+SD
Veiculo 56,42 + 38,14
Atorvastatina 109, 85 + 54,56 *

*p< 0,05 em relacdo a camundongos tratados com veiculo. Teste t Student (n=6

p.9)

Para entender se a maior habilidade fagocitica induzida por atorvastatina
se estendia a outros tipos celulares, nosso proximo passo foi avaliar o papel da
atorvastatina em macrofagos. Para esse fim, realizamos experimentos in vitro
de macréfagos peritoneais infectados por K. pneumoniae (1:30) cultivados na

presenca ou auséncia de atorvastatina.
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Em macrofagos cultivados na presenca da bactéria K.pneumoniae
(M.O.1. 30:1), ndo observamos indices significativos de fagocitose meia hora
apos infecgdo, apenas uma distribuicdo difusa de poucas células contendo
bactérias (dados ndo demonstrados). Entretanto, apds 2 horas de infeccéo
(Figura 12) observamos indices significativos de macréfagos contendo
bactérias no citoplasma. De forma interessante, os macréfagos previamente
tratados com atorvastatina (100uM) e cultivados na presenca de bactérias
apresentaram um aumento do indice fagocitico comparado a macréfagos
infectados tratados com veiculo DMSO nas mesmas concentragdes da droga.
Dessa forma, esse dado reforca a idéia que a atorvastatina melhora o “fitness”

celular.

FIGURA 12: indice fagocitico de
150+

— macrofagos peritoneais pré-tratados ou

1007 ndo com atorvastatina (100pM) duas

50 horas apo6s infeccdo com indculo de K.

indice fagocitico

pneumonia na proporc¢ao de 1:30 células*

NS S & p<0,05 e # p<0,01. Teste t Student.

Uma vez demonstrado que a atorvastatina melhora a capacidade
fagocitica da célula, nosso proximo passo foi avaliar se a célula cultivada na
presenca da atorvastatina possui maior capacidade de produzir agentes
microbicidas como os radicais livres. Para isso, dosamos os niveis de ROS
(espécies reativas de oxigénio) e NO (6xido nitrico), produzidos pelos

macrofagos peritoneais em diferentes tempos, nos sobrenadantes das culturas.
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Como visto na Tabela 2 ocorreu producéo significativa de NO e de ROS em
comparacdo as ceélulas ndo infectadas, tratadas apenas com dimetilsulfoxido
(DMSO). O pré-tratamento de macréfagos com a atorvastatina (100uM) néo
alterou os niveis de ROS/NO produzidos pelos macrofagos infectados in vitro,

comparados aos hiveis expressos por macrofagos somente infectados.

Tabela 2: indice fagocitico e producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) e NO

(6xido nitrico) por macréfagos in vitro infectados ou ndo por K.pneumoniae:

MACROFAGOS indice fagocitico ROS (H.DCFDA) NOuM
(M£SD) fluorescence relative (M£SD)
units
(M£SD)
Controle
ND 39,94+ 9,26 0,36+ 0,44
Veiculo
33,3+ 14,3 194,69+ 14,56* 1,42+ 4,67*
Atorvastatina
62,5+ 28,4* 204,40+ 62,33* 1,70+ 5,23*

*p< 0,05 em relacdo aos controles néo infectados.

Os resultados obtidos até aqui demonstram um efeito importante da
atorvastatina na prevencao da letalidade induzida por K. pneumoniae. Essa
inibicéo foi associada a diminuicdo da resposta inflamatéria, sem, contudo inibir
a habilidade do hospedeiro em lidar com a infec¢cdo. Dessa forma, acreditamos
gue a atorvastatina é capaz de frear a resposta inflamatoria exacerbada; e de
forma importante, que a exacerbacdo da resposta esta associada a dano
tecidual com consequente morte do hospedeiro. Entretanto, conforme
visualizado na Figura 3, a atorvastatina diminuiu mas néo inibiu totalmente a

letalidade, o que sugere que essa mortalidade residual se deve ao crescimento
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bacteriano. Para testar esta hipdtese, 0 nosso proximo passo foi avaliar o
tratamento com atorvastina em associacdo com o antibiotico. Utilizamos
imipenem (Tiepem/BioChimico/ 40 mg/Kg) , uma vez que esse € o antibidtico
de primeira escolha no tratamento de pneumonia grave associada a K.
pneumoniae. O tratamento foi feito segundo esquema apresentado na Figura
13A. O antibiético foi administrado 12 horas apoés a infeccdo; e de 6 em 6 horas

apos a primeira dose de 40mg/Kg por via endovenosa durante 3 dias .

Como visto na Figura 13B, o uso do antibiético conseguiu reduzir
significativamente o numero de bactérias nos pulmbes comparando-se ao
grupo infectado tratado com veiculos, em apenas 12 horas apds o tratamento

com imipenem. Esse resultado valida o nosso protocolo experimental.

Imipenem

A}:orvastatina ou Kp (4°m_g/kg) Coleta de
veiculo (10 mg/Kg) : amostras

S A

24h 12h 24h

B FIGURA 13 (A) Esquema de
;m: 1004 tratamento com atorvastatina e
’g imipenem (B): Unidades formadoras
= 80 - .
2 | de colénia (UFC) recuperadas nos
g’ 604 —— pulmdes de camundongos C57/BL6
§ 404 : # p=0,02 infectados tratados com veiculo e
”’3 infectados com 3 X10% UFC/mL de K.
é 207 A pneumoniae. tratados com antibibtico
tDL/ o A imipenem 40 mg/Kg 12h apos
R N infecgcdo. #P<0,05. Teste t Student.

O Q

Q& &

X\ &
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De forma similar ao verificado com atorvastatina (Figuras 3 e 14) o
tratamento com antibidtico foi capaz de diminuir a letalidade induzida pela
infeccdo pulmonar por K. pneumoniae. Entretanto; e de maneira muito
interessante, a associacdo do tratamento com os farmacos atorvastatina e
imipenem anulou a letalidade observada em camundongos infectados por K.

pneumoniae (n=5 a 7 camundongos).

*p=0,003
100+
© Kp+v.+w
. & Kp-+ator+v.
< p<0,05
S 804 % Kp+IMI.+v.
s =%~ Kp+IMl+ator
>
o
S 601 *p<0,05
(%2]
40 T T T T T T 1

dias p.i.

FIGURA 14: A combinacdo de tratamentos (pré-tratamento com atorvastatina e pds
tratamento com imipenem) anulou a letalidade de camundongos C57/BL6 infectados
por K. pneumoniae. Teste estatistco One Way ANOVA (Newman-Keuls multiple
comparison test, n experimental 5 a 7 por grupo). Gréfico representative de 3

experimentos isolados.

A partir destes dados procuramos verificar se a associagdo dos
farmacos estava relacionada a uma diminuicdo da resposta inflamatoria em
relagdo a animais tratados apenas com atorvastatina. Conforme demonstrado

na Figura 5A e 15A a atorvastatina diminuiu a atividade de MPO. Entretanto, o
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imipenem nao foi capaz de alterar o recrutamento de neutréfilo (Figura 5B).
Conforme esperado, a associacao dos tratamentos ndo induziu uma diminuicao
significativa em relacdo aos grupos tratados somente com atorvastatina. Esses
dados sugerem que o efeito anti-inflamatorio € dado pelo uso da atorvastatina e
ndo secundario a inibicdo da bactéria pelo tratamento com imipenem, ou seja,

esses farmacos nao possuem efeito sinérgico sobre a resposta inflamatéria.

25- >
A
&
zg 204 .
2 15 —
(@)]
£ 4 iR
S 10
= T
2 s
s
0
Kp - + + + +
Ator - - + - +
IMI - - - + +
B 40+
% 304 * *k
< 1
(7]
2 20-
h= #
>3
2 10- T -
O T T T T
Kp - + + + +
Ator - - + - +
IMI - - - + +

FIGURA 15: Niveis de mieloperoxidase (A) e numero de neutrdfilos (B) no lavado
broncoalveolar (B) em camundongos infectados tratados com veiculos (Kp), tratados com
imipenem e veiculos (IMl);tratados com atorvastatina e veiculos (Ator) ou com a associagéo de

imipenem e atorvastatina *p< 0,05 em relacdo a camundongos né&o infectados; **p<0,05 em
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relacdo a infectados tratados com imipenem ou atorvastatina em B. # p<0,05 em relacdo aos
tratados somente com atorvastatina. n=7 (One Way ANOVA).

Vale ressaltar que a inibicdo do influxo de células tanto para o pulméo
guanto para o espaco broncoalveolar, ndo esta associado a diminuicdo da
saida de células da medula (FIG. 16), nem na diminuicdo do numero de

leucécitos circulantes (dado ndo mostrado).

#
50+
v
T 40 ¢
E T+
S 30
Q 20- m
5 |+ = o ﬁ;
2 10- " o
. ==
[ J A
0 T T T T T T
Kp - - - + + +
Ator - i + - + +
IMI i + - - - +

FIGURA 16: PBMCs (polimorfonucleares provenietes da medula Ossea) de
camundongos néo infectados, infectados tratados com imipenem e atorvastatina em
separado e com a combinacdo de imipenem e atorvastatina. One Way ANOVA. #p<

0,05 entre grupos infectados e nédo infectados).
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5) DISCUSSAO:

As doencas de carater infeccioso ja foram entendidas anteriormente
como o resultado de respostas insuficientes do organismo hospedeiro,
induzidas por uma proliferacdo exacerbada de um microrganismo patogénico,
seguido do aparecimento de manifestacdes patoldgicas inerentes. Atualmente,
a infeccdo e a instalagdo de uma doenga sao vistos como um conjunto de
muitas relacbes complexas e especificas, que tém seu eixo de balanco
intermediado pelo sistema imune e na sua habilidade em responder a um
agente potencialmente patogénico ou mesmo a colonizacdo por espécies
oportunistas, através da tolerancia imunologica (MEDZHITOV et al., 2012). A
infeccdo pode ou ndo culminar em doenca e a doenca pode ser assintomatica
ou se manifestar de diversas formas, desde as mais brandas e inespecificas
até as fatais. Dessa forma, sabe-se que a infeccdo ndo necessariamente leva a
doenca e a doenca nao se restringe ao resultado de uma proliferacdo
descontrolada do microrganismo diante de uma resposta imune e inflamatoria
ineficiente. Muitas vezes, a doenca € desencadeada por respostas
inflamatédrias, exacerbadas ou descontroladas, que se ndo forem amenizadas
podem matar o organismo hospedeiro. Outras vezes, 0 contato do
microrganismo pode resultar inclusive em auséncia ou deficiéncias de
interacbes. Portanto, a imunidade age de forma intima e dependente do
reconhecimento destas moléculas especificas presentes nos microrganismos,
através de padrdes moleculares e de receptores especificos, intracelulares ou
contidos nas superficies de leucécitos e células apresentadoras de antigenos

(PHILPOT et al., 2004; KAWAY et al., 2010).
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A infeccao pelo patdgeno K. pneumoniae de linhagens patogénicas esta
correlacionado a inUmeras mortes nosocomiais no mundo todo (NORDMANN
et al., 2009; CHEN et al., 2013). A resposta inicial a infeccdo bacteriana € uma
reacdo inflamatoria local que ativa o sistema imune. Os neutréfilos e
macréfagos sdo células imprescindiveis na imunidade inata, bem como os
mondcitos e linfécitos, fundamentais na defesa contra bactérias, delimitando a
proliferacéo bacteriana no tecido e exercendo suas fungcdes ndo somente como
células fagociticas mas também como indutoras/produtoras de mediadores do

processo inflamatério (CAl et al., 2010; POE et al., 2013).

Em nosso trabalho nés avaliamos os efeitos da atorvastatina, que
reconhecidamente, possui efeitos pleiotropicos descritos, incluindo diminuicdo
de respostas inflamatérias em modelos murinos de artrite reumatoide e leséo
estéril (BARSANTE et al., 2006, MULLER et al., 2010). Como j& mencionado
anteriormente, o reposicionamento de farmacos representa uma nova linha de
raciocinio, amplamente discutida e ainda pouco explorada (ASHBURN et al.,

2004; EICHBORN et al., 2010).

Segundo nossos dados, o tratamento com atorvastatina esta associado
a uma diminuicdo de mortalidade e morbidade, e isso esta de acordo com
dados epidemioldgicos. Muitas evidéncias clinicas demonstram aumento da
sobrevida de pacientes com doencas respiratorias diagnosticadas, quando
previamente tratados com algumas estatinas (JAIN et al., 2005; BJORKMAM-
BERGHAM et al.,, 2010). Porém, ainda existe uma caréncia de dados
experimentais comprobatérios quanto ao beneficio da sua utilizacdo neste
contexto, da mesma forma como ainda ndo se sabe 0S mecanismos que

justifiquem esses dados epidemioldgicos. De maneira bastante significativa, os
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resultados de meta-andlise sugerem que as estatinas podem ser associadas
com efeitos benéficos no tratamento e prevengdo principalmente de infeccdes
bacterianas secundarias em geral e sepse (HOTERSALL et al., 2006;TLEYJEH

et al., 2009; BJORKMAN-BERGAN et al., 2010).

E importante ressaltar que, apesar da diminuicdo dos sintomas
caracteristicos da infeccdo os camundongos ndo apresentaram melhora na
perda de peso. Embora ndo avaliado aqui, acreditamos que esse efeito pode

ser secundario a diminuicéo de alimenta¢cédo dos animais.

A diminuicdo da letalidade esta associada a reducdo do influxo de
células durante a infeccédo por K. pneumoniae (SOARES et al., 2003; CAl et al.
2010; POE et al., 2013). Nossos resultados estdo de acordo com estudos que
demonstram a capacidade de atorvastatina em diminuir o influxo celular
(BARSANTE et al., 2005; HOTERSSAL et al., 2006). Assim, pelo menos em

parte, o efeito protetor de atorvastatina pode ser secundario a inibicdo do

recrutamento celular.

O menor influxo de células foi associado com um menor dano pulmonar.
Muitos trabalhos demonstram que o acumulo de neutréfilos/macréfagos estédo
associados a producdo de citocinas, radicais livres e enzimas proteoliticas
capazes de induzir o maior dano tecidual (VAN DER WINDT et a., 2010; CAl et

la., 2010; BRATCHER et al., 2012; POE et al.,2013).

Ainda neste contexto, a diminuicdo do acumulo de células também esta
relacionado ao declinio na producdo de mediadores inflamatérios no tecido
pulmonar. Estes mediadores, incluindo as citocinas TNFa e IL-6, dinamizam e

amplificam a resposta inflamatéria. A deficiéncia na producdo de quimiocina
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CXCL-1 esta correlacionada a uma maior letalidade apesar do menor dano
tecidual diante da infeccdo pulmonar por K. pneumoniae em camundongos
(CAIl et al., 2010). Isto demonstra sua importancia no equilibrio do eixo
neutrofilo/CXCL-1. Ao se diminuir os medidadores inflamatérios, ocorre um
sinal de parada do processo lesivo, um sinal de “stop” que, por sua vez, liga o
sinal de resolugéo. Isto vem seguido por alteracdo no perfil de producéo de
mediadores, ou seja, para a producéo de leucotrienos e induz a produgao de

lipoxina.

Além disso, ndo verificamos no momento avaliado um aumento de IL-
10. Dados bem recentes também confirmam e citam a molécula IL-10 como
indutora da resolucdo da infeccdo induzida por K. pneumoniae em
camundongos C57/BL6 e imprescindivel na fase tardia da infeccdo pulmonar
induzida. Neste contexto, a producéo tardia de IL-10 provém especialmente de
macrofagos residentes de origem mieldide (POE et al., 2013), sendo inclusive,
sua expressdo prejudicial nas fases iniciais da infeccdo. Dessa forma, é
possivel que em momentos mais tardios da infeccéo a atorvastatina modifique
o perfil da resposta para anti-inflamatério ou pré-resolutivo, esse tem sido

objeto de interesses futuros.

Como avaliado, ndo se pode detectar qualquer diferenca na expressao
de outras citocinas importantes como IL-18 em camundongos infectados
tratados ou ndo com atorvastatina, neste mesmo periodo. O papel de IL1B e do
inflamassoma, bem como o potencial da atorvastatina sobre a modulacdo na
producdo desta molécula podera também ser alvo de investigacdo futura, ja

gue estudos demonstram sua producdo consideravel no tecido pulmonar de
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camundongos infectados pelo patégeno (VAN DER WINDT, et al., 2010; LEE et

al., 2012) .

Apesar da significativa inibicdo na letalidade o tratamento com
atorvastatina, esta ndo foi capaz de reduzir a carga bacteriana em animais
infectados por K. pneumoniae. Esses dados demonstram que a atorvastatina
nao possui propriedades anti-bacterianas nesta fase inicial da infeccdo ou in
vitro. Por outro lado, FESSLER et al., 2004, demonstraram efeito
antimicrobiano da lovastatina em camundongos pré-tratados com a associacao
de lovastatina e mevalonato, na infec¢cado pulmonar por K. pneumoniae. Neste
contexto, um estudo recente (BERGMAN et al., 2011); demonstrou claramente
que algumas estatinas como a fluvastatina e sinvastatina podem exercer
efeitos antimicrobianos contra Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenza, mas no entanto, estes autores mencionam que tais efeitos
antimicrobianos s6 poderiam ser observados em concentracdes muito
elevadas, bem diferentes dos niveis expressos no plasma (TLEYJEH et al.,

2009; BERGMAN et al., 2011).

Nosso modelo demonstrou um aumento no numero de bactérias
fagocitadas tanto em neutrofilos do fluido de BAL in vivo como em macroéfagos
peritoneais infectados in vitro. Isso pode ser uma de suas possiveis acdes
sobre os fagdcitos, primariamente recrutados para o pulmao. Resta saber a
dimensdo de atuacdo deste farmaco sobre as membranas celulares destes
fagécitos ou em rafts lipidicos contentores de receptores, gerando possivel
modulac¢éo, ou até mesmo inativacdo de muitas rotas de sinalizacéo ligada aos
mesmos receptores expressos. De fato, a associacdo das estatinas, em

especifico a atorvastatina, inibe a producdo de colesterol e pode, dessa forma,
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modificar o comportamento das membranas de leucdcitos, com consequente
aumento da fosforilagdo em modulacdo de vias de sinalizagcdo. Resta saber
como isso pode estar associado ao perfil de fagocitose de bactérias gram
negativo. Além disso, ainda ha possibilidade de algumas estatinas alterarem a
secrecdo de vesiculas pelo patdégeno K. pneumoniae (como as OMVSs), e por
sua vez, modificar o perfil da infeccdo. Estes pontos também s&o relevantes

como alvos futuros de estudos (MARKHART et al., 2004; LEE et al,2012).

Portanto, o efeito protetor da atorvastatina sem diminuicdo da carga
bacteriana pode estar relacionado a sua atividade fagocitica como observado
em nossos resultados. Certas evidéncias demonstram que algumas estatinas
sdo capazes de alterar o perfil funcional de fagdcitos, conferindo carater
protetor diante de infeccdes bacterianas (FESSLER et al., 2005; CHOW et al.,
2010). Estes resultados também reforcam os efeitos observados através do
tratamento com atorvastatina no controle inicial de mediadores inflamatérios
expressos de forma exacerbada, durante a fase inicial da pneumonia por
bactéria Gram negativo e aponta a importancia da utilizacdo de associagdo
entre um antimicrobiano e um anti-inflamato6rio, como mais eficiente em induzir
melhora. Neste contexto, esta hipétese aponta o uso da associagdo de drogas
com efeitos diferentes: uma droga com potencial anti-inflamatério, conferindo
protecao parcial e, se associado ao uso de imipenem garante maior protecao

diante da infecgéo por K. pneumoniae.

Convém ressaltar que ndo foi observada diminuicdo do nuamero de
células produzidas na medula 6ssea de camundongos, sugerindo que a
atorvastatina possa atuar basicamente no fenbmeno do recrutamento de

células circulantes para os pulmdes e na manutengdo da fagocitose. Nossos
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resultados in vitro também reforcam nossa hipétese sobre o potencial conferido
a atorvastatina. Diante destas evidéncias, vale ressaltar que a atividade
fagocitica foi cerca de duas vezes maior no grupo tratado com atorvastatina.
Entretanto, o niamero de células recrutadas foi menor, o que justifica o fato de

atorvastatina ndo diminuir a carga bacteriana.

Assim, nosso trabalho, demonstrou também que a infeccdo de
macrofagos in vitro com K. pneumoniae aumentou os niveis de ROS e NO
principalmente 2h apds a infec¢cdo. Entretanto, ndo observamos diferencas na
expressao destas moléculas, entre as células pré-tratadas com atorvastatina ou
células infectadas, tratadas com DMSO (Tabela 2). Esta evidéncia vai contra
alguns dados da literatura que demonstram que a producdo de ROS é
intimamente relacionada a farnelisacdo de RacGTPase (FESSLER et al., 2005;
KANEYUKI et al., 2007), que por sua vez sao imprescindiveis para a
manutencdo do complexo NADPH oxidase. Assim, apontamos que embora
ocorram mecanismos inibitérios das estatinas sobre o complexo NADPH
oxidase por intermédio de RacGTPases, estes ndo foram capazes de inibir a
producdo de ROS durante este tempo estabelecido de infeccéo pelo patégeno.
De fato, a geranilacdo de radicais também é um dos passos mais importantes
na ativacdo dos complexos da NADPH oxidase e manutencdo de gp91phox
com consequente producdo de ROS. Sabe-se que, algumas estatinas inibem a
conversdo do mevalonato prejudicando a conformagcdo de RacGTPases
correlacionado a producdo de ROS (via NADPH oxidase), NO e também nas
vias de sinalizagcdo de PI3K, Akt e MAPK; como anteriormente analisado

(SHUTES et al., 2007).
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Alguns experimentos paralelos foram realizados utilizando-se a droga
EHT1864 (inibidor especifico de RacGTPases 1 e Rac2b) como controle
positivo na confirmacgdo do efeito inibitorio da atorvastatina (Figura 1, ANEXO
1). Como demonstrado, os indices de ROS e NO sao equivalentes 2 horas

apos infeccao de macréfagos in vitro, reforcando esta hipotese.

Como jA mencionado, o tratamento com imipenem é usualmente
prescrito na clinica para o tratamento de infeccbes nosocomiais por K.
pneumonia e multi-resistentes (NORDMANN et al., 2009; MIMOZ et al., 2007;
LEE et al., 2007; CHEN et al., 2012). Muitos autores confirmam a necessidade
de investigacao experimental sobre possiveis adjuvantes da antibioticoterapia
devido ao seu uso abusivo e a relagdo com cepas de K. pneumoniae
multiresistentes (KALAN , WRIGHT, 2011). Estes autores confirmam a
necessidade da descoberta de associacao de drogas que podem por sua vez,

representar uma alternativa promissora diante deste uso abusivo.

Neste contexto, nossos resultados demonstraram de maneira
interessante, uma inibicdo total de letalidade em camundongos infectados
tratados com a associacdo entre a atorvastatina e o antibidtico imipenem; em
comparacao a camundongos infectados néo tratados ou tratados com os dois
farmacos em separado. Estes resultados reforcam a hipotese anterior , sobre
um possivel potencial envolvendo a associacdo destes dois farmacos na
melhora da infeccdo pulmonar causada por microrganismos Gram negativo. A
atorvastatina merece atenc¢do, como alvo de estudos futuros, ja que apresentou
importante modulacéo de respostas inflamatérias e do menor dano tecidual nos
pulmdes de camundongos infectados, submetidos ou ndo ao tratamento com

antimicrobianos carbapenémicos. Isso confirma sua provavel funcao
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pleiotrépica na lesdo pulmonar induzida por K. pneumoniae, amenizando
respostas inflamatérias exacerbadas. Como ja exposto, os resultados obtidos
até aqui demonstram um efeito importante da atorvastatina na prevencao da
letalidade induzida por K. pneumoniae, e esta associada a diminuicdo da
resposta inflamatoria, sem, contudo inibir a habilidade do hospedeiro em lidar
com a infeccdo. Dessa forma, acreditamos que a atorvastatina é capaz de frear
a resposta inflamatoria exacerbada; e de forma importante, que a exacerbacéo
da resposta esta associada a dano tecidual e consequente morte do

hospedeiro.
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6) CONCLUSAO:

Concluimos que, o pré-tratamento de camundongos C57/BL/6 com a
atorvastatina, exerce importante efeito anti-inflamatoério durante a pneumonia
experimental induzida por K. pneumoniae. Este tratamento mostrou-se
correlacionado ao aumento da sobrevivéncia e diminuicdo da inflamacéo
pulmonar. A associacdo de atorvastatina e o antimicrobiano imipenem pode
representar grande potencial em garantir a sobrevivéncia dos camundongos

infectados.

Assim, a atorvastatina pode ser reposicionada e servir como adjuvante a
terapia antimicrobiana durante a pneumonia experimental por K. pneumoniae

em camundongos.
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FIGURA 1: Producdo de ROS em macrofagos peritoneais infectados e tratados com

atorvastatina ou inibidor de Rac GTPases 1 e 2b (EHT 1864) meia hora antes da

infeccdo com K. pneumoniae. (M.O.l. 30:1) .Teste estatistico One Way ANOVA.
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