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RESUMO 

A pneumonia bacteriana aguda é uma das principais preocupações de saúde 

pública atual e também uma das maiores causas de infecções nosocomiais no mundo 

inteiro. Neste contexto, vale ressaltar inúmeros relatos clínicos atuais no Brasil e no 

mundo acerca de linhagens bacterianas multirresistentes a antimicrobianos de última 

geração, disseminadas nos ambientes hospitalares. Alguns destes representantes 

bacterianos Gram negativo, altamente resistentes, incluem algumas amostras de 

Klebsiella pneumoniae. A busca por métodos alternativos, associados à terapia 

antimicrobiana, capazes de controlar o processo inflamatório inicial da doença e 

induzir melhora, pode representar ferramenta útil para auxílio no estudo da 

patogênese da pneumonia. Evidências clínicas e epidemiológicas tentam correlacionar 

regressão na mortalidade causada por infecções pulmonares bacterianas e virais em 

pacientes submetidos previamente à terapia com estatinas. As estatinas são fármacos 

utilizados no controle da dislipidemia, amplamente prescritos para a diminuição do 

colesterol plasmático. Seu uso demonstra declínio significativo de doenças 

cardiovasculares, sendo que, muitos estudos paralelos atuais também as 

correlacionam à proteção durante a incidência de algumas doenças respiratórias e 

auto-imunes. O objetivo do nosso trabalho foi avaliar os efeitos associados ao 

tratamento com atorvastatina antes e durante a infecção pulmonar experimental em 

camundongos por Klebsiella pneumoniae. O tratamento com atorvastatina mostrou 

diminuir o influxo de macrófagos e neutrófilos nos pulmões e também a produção de 

citocinas pró-inflamatórias na fase inicial da infecção em camundongos C57/BL/6. No 

entanto, não alterou o número de bactérias recuperadas nos pulmões ou no sangue. O 

pré- tratamento aumentou a fagocitose de bactérias contidas nos neutrófilos presentes 

no espaço broncoalveolar in vivo e de macrófagos in vitro. Também demonstramos 

que a atorvastatina não alterou a produção de ROS em macrófagos fagocíticos. Além 

disso, os camundongos pós-tratados com a combinação de atorvastatina e imipenem 

tiveram uma importante redução na mortalidade, em comparação aos camundongos 

tratados com veículos, atorvastatina ou imipenem de maneira isolada. A hipótese 

levantada em nosso trabalho é de que o tratamento com atorvastatina poderia auxiliar 

na antibioticoterapia, controlando respostas inflamatórias iniciais na pneumonia 

bacteriana experimental, propiciando aumento da sobrevivência. 

PALAVRAS-CHAVE: Klebsiella pneumoniae, resposta inflamatória, 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) INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA:  

1.1) Pneumonia: incidência e dados epidemiológicos: 

A pneumonia é uma doença grave associada à infecção das células do 

parênquima pulmonar, podendo acometer estruturas respiratórias tais como 

brônquios, bronquíolos e alvéolos pulmonares. Sua incidência está relacionada 

a múltiplos fatores, tanto endógenos como ambientais e seu agravamento 

clínico pode ser fatal. Seus principais sintomas incluem febre alta, dificuldade 

para respirar, dor torácica, 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 bilhões de dólares por 

ano (revisões em RUIZ et al., 2000; FILE e MARRIE, 2010; RUUSKANEM et 

al., 2011). A cada ano, o número de pessoas acometidas ultrapassa três 

milhões e estimativa de óbitos em torno dos 40.000 a 70.000 nos Estados 

Unidos (MIZGERD, 2008). Na América Latina, dados epidemiológicos 

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 é relativamente baixa (<2%), 

enquanto este índice aumenta de 5 a 20% em pacientes hospitalizados. Esta 
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situação é ainda mais agravante naqueles pacientes submetidos à terapia 

intensiva, onde os percentuais de mortalidade podem atingir níveis acima de 

50% (WELTE; KOHNLEIN, 2009). Além disso, a mortalidade infantil pode 

chegar a 26 milhões por ano, em dados destacados principalmente nos países 

considerados em desenvolvimento (OMS, 2010).  Vale ressaltar também 

que algumas pneumonias possuem períodos de incubação lentos e sintomas 

dificilmente diagnosticáveis (KELLY et al., 2002; revisão em MIZGERD, 2006; 

2008). 

 A prevalência desta doença da aspiração endógena de microrganismos 

residentes da orofaringe, ou inalação de partículas do meio externo contendo 

os micro-organismos envolvidos na doença (PODSHUM, ULMANN 1999). 

Estes incluem vírus, fungos e bactérias Gram positivo e Gram negativo. Dentre 

as bactérias, merecem destaques representantes como Streptococcus 

pneumoniae, Haemophylus influenzae, Chlamydia pneumoniae e Klebsiella 

pneumoniae (revisão em PATEL et al., 2008), envolvidos na patogênese da 

pneumonia. Estas espécies bacterianas continuam sendo responsáveis 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 importância da pneumonia induzida por agentes múltiplos, como na 

co-infeccão (bactéria-bactéria, vírus-bactérias, fungos-vírus, bactérias-fungos). 

A especial atenção tem sido dada a co-infecção com o vírus Influenza, devido 

ao número 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 doença torna-se ainda mais alarmante quando levamos 

em conta os diferentes tipos de genes de resistência a antibióticos, adquiridos 

pelos tipos bacterianos relacionados. Entre eles, destacamos novamente K. 

pneumoniae (PATERSON, 2004), como um microrganismo que vem adquirindo 

nos últimos anos, múltiplos genes de resistência a diferentes tipos de agentes 

β-lactâmicos, frequentemente utilizados na prática clínica (revisão 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 resistência aos 

carbapenêmicos como meropenem e imipenem, são inerentes à esta questão, 

sendo  portanto uma das principais causas de preocupação em saúde pública 

nos últimos anos (revisões em ARMAND et al., 2009; NORDMANN et al., 2009; 

KALAN e WRIGHT, 2011).   

1.2) Klebsiella pneumoniae e os antibimicrobianos carbapenêmicos: 

Espécies do gênero Klebsiellas são bacilos Gram negativo, aeróbios, 

imóveis, capsulados e ubíquos na natureza, podendo ser isolados comumente 

em dois habitats distintos: o meio ambiente ou as superfícies de epitélios de 

muitos mamíferos 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 são altamente patogênicas, sendo responsáveis por processos 

infecciosos pulmonares, no trato urinário, meningites e dermatoses 

(PODSHUM; ULMANN, 1998, 1999).   
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 K. pneumoniae pode expressar vários fatores de virulência, incluindo desde 

polissacarídeos capsulares antifagocíticos (CORTÉS et al., 2002),   até 

diferentes sorotipos de LPS (lipopolissacarídeos) ou CPS (polissacarídeos 

capsulares) importantes na pneumonia por K. pneumoniae (PODSHUM, 

ULMANN et al., 1999; SHANKAR-SINHA et al., 2004) ; adesinas contidas nas 

estruturas como pilli e fímbrias e sideróforos (PODSCHUN and ULMAN 1999; 

CORTÉS et al., 2002; LAWLOR et al., 2005).  CANO et al., 2009; 

demonstraram que diferentes polissacarídeos da membrana, em diferentes 

linhagens de K. pneumoniae estão relacionados a variados graus de virulência. 

Além disso, sua citotoxicidade não está diretamente relacionada à sua 

aderência às células hospedeiras. Estes dados sugerem que fatores de 

virulência adicionais liberados ou secretados pela bactéria, juntamente com os 

polissacarídeos capsulares também possam estar envolvidos na patogênese 

da pneumonia por K. pneumoniae (LEE et al., 2012). Os fatores de virulência 

mencionados anteriormente estão representados esquematicamente na Figura 

1. Vale ressaltar que a virulência de uma amostra de K. pneumoniae pode ser 

também determinada pelos mecanismos induzidos pelo sistema de secreção 

de proteínas. No gênero Klebsiella podemos incluir principalmente o sistema de 

secreção do tipo II (TSS2) e do tipo IV que são capazes de induzir lise de 

membranas, poros mediados por caspases do hospedeiro, destruição de 

tecidos ou lise de vacúolos (REYSS et al., 1990; SARRIS et al., 2011). 
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FIGURA 1: Esquema sobre os fatores de patogenicidade em K. pneumoniae. Fonte: 

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

 Os antimicrobianos carbapenêmicos, pertencentes ao grupo dos β-

lactâmicos, são os mais frequentemente utilizados para controlar infecções 

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 betalactâmicos (NORDMANN et al., 2009). Eles são 

capazes de se ligarem às proteínas fixadoras de penicilina presentes na parede 

bacteriana, principalmente as PBP1 e PBP2, provocando a lise osmótica da 

bactéria devido à facilidade de penetração pelos canais porínicos, nas 

bactérias Gram negativas (PAPP-WALLACE et al.,2011).  Dessa maneira, 

 



 

21 
 

induzem um efeito pós-antibiótico, pelo qual as bactérias que não foram mortas 

só voltam a se multiplicar após duas a quatro horas, mesmo com a droga em 

sua concentração abaixo do nível inibitório. Os carbapenêmicos como 

imipenem e o meropenem são recomendados como antibióticos de primeira 

linha na terapia de uma série de doenças nosocomiais graves causadas por 

enterobactérias, embora ainda haja a preocupação sobre a emergência de 

cepas altamente resistentes, incluindo arsenal enzimático como imipenases 

(NORDMANN et al., 2009). O imipenem foi descoberto, em 1979, como um 

derivado mais estável, inicialmente denomimado N-formimidoil-tienamicina. No 

entanto, sofre a ação de uma enzima renal, a dipeptidase, que provoca 

hidrólise e inativação da droga. (PAPP-WALLACE et al.,2011). A descoberta da 

cilastatina resolveu essa questão pela sua alta afinidade com a enzima, 

impedindo o metabolismo renal do antimicrobiano. Assim, este pode atingir alta 

concentração na urina e menor toxicidade sistêmica. Portanto, a apresentação 

disponível é o imipenem associado à cilastatina. Um novo antimicrobiano desse 

grupo foi descoberto em 1987, o meropenem, com o mesmo espectro de ação 

do imipenem, porém com maior estabilidade à ação da dipeptidase renal. 

Devido à presença de um grupamento metila no carbono 1, o meropenem 

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

Como já relatado, muitas amostras de K. pneumoniae atingiram alto grau de 

variabilidade. Hoje são relatados inúmeros genes de resistência aos 

antimicrobianos, que variam em tamanho e estrutura e encontram-se contidos 

geralmente em plasmídeos, mas também em transposons; caracterizados 

como genes blakpc (PATERSON et al., 2004). Os genes blakpc são os mais 

frequentemente identificados em K. pneumoniae e K. oxytoca, mas também 
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são descritos em outras enterobactérias como E. coli, Salmonella cubana, 

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

 As duas principais enzimas associadas à resistência são codificadas em 

plasmídeos e classificadas em dois tipos: AmpCβ lactamases (cefaloporinases) 

ou ESLP-carbapenemases (hidrolases específicas dos carbapenêmicos). O 

mecanismo de ação destas duas enzimas envolve predominantemente a 

quebra enzimática ou degradação das moléculas dos antimicrobianos 

carbapenêmicos tornando-os modificados e inativos (NORDMANN  et al., 

2009).  

  1.3) A pneumonia e a resposta inflamatória: 

 A instalação da pneumonia no organismo depende do estado 

imunológico do paciente e fatores etários, sendo que crianças e idosos são os 

mais afetados pela doença (WELTE, KOHNLEIN, 2009). A resposta 

inflamatória apropriada é essencial para a defesa do hospedeiro contra os 

estímulos infecciosos (TEIXEIRA et al., 2001). A ativação e recrutamento de 

leucócitos são necessários para o processamento e apresentação de 

antígenos, na manutenção da função efetiva de qualquer resposta imune. Na 

ausência de inflamação, a letalidade é comum após a exposição ao agente 

infeccioso. Por outro lado, a inflamação excessiva ou descontrolada pode 

causar morte após a infecção. São muitas as doenças relacionadas a 

respostas inflamatórias desapropriadas, devido a diversos estímulos (LIBBY, 

2002; WEINER; SELKOE 2002 ; VILCEK & FELDMAN, 2004, MEDHZITOV et 

al., 2009;  2011). 
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Macrófagos alveolares, bem como neutrófilos, são dotados de mecanismos 

capazes de reconhecer os micro-organismos associados à pneumonia e 

exercer atividade fagocítica específica, pela utilização ou liberação de 

mediadores inflamatórios e complexos enzimáticos (SEREZANI et al., 2005; 

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

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

resolução lenta, com tendência a se tornar crônica (DOYLE et al.,1997). 

K. pneumoniae é classicamente reconhecida por de receptores FcγR após 

sua opsonização (SEREZANI et al., 2005). Este reconhecimento envolve vias 

de sinalização ativadas por TLR-2 e principalmente TLR4. Primariamente, a 

infecção por K. pneumoniae patogênica não gera a indução da expressão de 

NF-KB e ativação 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 ativação de MAPK-1 e NF-KB  

(REGUEIRO et. al., 2010). Além disso, esta deficiência na produção de MyD88 

e TRIF em camundongos está correlacionada a uma aumento na letalidade e 

na carga bacteriana nos pulmões, sendo estas moléculas imprescindíveis no 

estabelecimento do processo inflamatório (LIESHOUT et al., 2012). Dessa 

forma, podemos concluir, que uma vez que a bactéria chega no pulmão, ela é 

reconhecida por diferentes receptores de padrões moleculares (PRRs) e a 

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

produção de vários mediadores inflamatórios. 
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De forma interessante, alguns estudos recentes demonstraram um 

importante papel de vesículas secretoras (outer membrane vesicles - OMV), 

frequentemente produzidas e secretadas por micro-organismos gram negativos 

como K. pneumoniae. Estas vesículas, por sua vez, seriam veiculadoras de 

fatores de virulência e padrões de reconhecimento moleculares “empacotados”, 

atuando em receptores contidos em células apresentadoras de antígenos e 

fagócitos, antes da infecção propriamente dita ocorrer. Dessa forma, as OMVs 

seriam importantes na regulação da resposta imune inata durante infecção por 

K. pneumoniae (KULP et al., 2005 e 2010). Outro estudo recente mostrou que 

as OMVs induziriam respostas primárias de moléculas pro-inflamatórias como 

IL-1β e IL-8 em células epiteliais in vitro. Ainda neste mesmo estudo, a 

administração intratraqueal destas OMVs provenientes de K. pneumoniae em 

camundongos, induziu aumento significativo na produção de  IL-1β e IL-8 no 

tecido pulmonar, através de uma resposta dose dependente durante a infecção 

pulmonar (LEE et al., 2012)  . 

Vários estudos têm sido realizados com o objetivo de elucidar o papel de 

mediadores inflamatórios na resposta a infecção por K. pneumoniae (SOARES 

et al., 2002, 2006; REGUEIRO et al., 2008; CAI et al., 2010; FAGUNDES et al., 

2011).  Entretanto, os mecanismos envolvidos com a produção/atividade 

desses mediadores ainda não estão bem elucidados e merecem grande 

atenção.  Dentre os mediadores inflamatórios liberados durante a infecção por 

K. pneumoniae podemos destacar as citocinas e quimiocinas.  As citocinas 

possuem papel importante na infecção pulmonar por K. pneumoniae (CAI et al., 

2010, POE et al., 2013) uma vez que na ausência de citocinas, como TNF-α 

(MOORE et al., 2003 ) e IL-6 (YOSHIDA et al., 2001; SUTHERLAND et al., 
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2008)  os animais se tornam mais susceptíveis à infecção. As citocinas podem 

agir por vários mecanismos, entre eles a estimulação da produção de radicais 

livres: espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (principalmente o NO); 

destacando o complexo NADPH oxidase (SEREZANI et al., 2004) e indução da 

produção 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 

produção de CXCL-1 apresentam menor percentagem de mortalidade diante à 

infecção, comparando-se com animais selvagens; além de exibirem diminuição 

no recrutamento de polimorfonucleares para o pulmão. Além disso, os 

camundongos também apresentaram aumento da carga bacteriana no 

parênquima pulmonar 48 horas após a indução da infecção. Neste mesmo 

contexto, também se demonstrou que CXCL-1 é importante para a expressão 

secundária de outras quimiocinas tais como CXCL-2 e CXCL-5. Além disso, 

ativação de seus receptores vem seguida da ativação de MAPKs e NF-KB (CAI 

et al., 2010). 

  As citocinas também são importantes na produção de mediadores lipídicos 

e esses podem exercer papel crucial na infecção 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 

ausência desses mediadores também está associada a um aumento da 

susceptibilidade a infecção pulmonar por Klebsiella pneumoniae, uma vez que 

o bloqueio dos receptores de PAF ou LTB4, induz uma falência no 

recrutamento de leucócitos e consequentemente aumento da carga bacteriana.  
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Dessa forma podemos concluir que a resposta inflamatória possui papel 

essencial na proteção à infecção. A resposta inflamatória é orquestrada por 

vários mediadores inflamatórios, conforme descrito acima, o que culmina com o 

recrutamento e ativação celular responsável pela fagocitose e killing 

bacteriano. Nesse contexto, as citocinas ganham papel de destaque, uma vez 

que podem desencadear todo o processo inflamatório. Porém, vale ressaltar 

que os mecanismos associados a infecção ainda não são bem elucidados. 

Como descrito anteriormente, a produção de um mediador culmina com a 

produção de outro, o que exacerba a resposta inflamatória. Entretanto, a 

cascata pelo qual os mediadores são liberados permanece como objeto de 

estudo. Apesar da importância na resposta inflamatória, sabe-se que a 

exacerbação da mesma esta relacionada com dano tecidual, aumento das 

lesões induzidas e morte (TEIXEIRA et al., 2001). Esses efeitos contraditórios 

dos mediadores inflamatórios nos instiga a entender como a resposta 

inflamatória poderia ser controlada sem, entretanto, estar associada com 

aumento da carga bacteriana. Vários grupos demonstram que o uso de drogas 

que inibam a inflamação exacerbada, sem, contudo, bloquear a capacidade do 

hospedeiro em lidar com a infecção pode ser importante alvo terapêutico (POE, 

et al.2013). 

Um estudo publicado recentemente aponta um importante papel de células 

da linhagem monocítica residente alveolar (MDSC-myeloid–derived supresssor 

cells) atuando especificamente na resolução da infecção por K. pneumoniae 

em camundongos da linhagem C57BL/6. Tais células controlam a eferocitose 

(fenômeno da fagocitose controlada de neutrófilos apoptóticos da fase aguda) 

pela produção de IL-10 na fase tardia. Estas células intra-alveolares residentes 
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possuem fenótipo estabelecido como CD11b+Gr1intF4/80  e são semelhantes à 

linhagem mielóide de células supressoras atuando na regulação da expressão 

de STAT-1 (infection signal transducer and activator of transcription 1). Neste 

mesmo contexto, estes autores discutem estratégias de inibição de STAT-1 em 

combinação com o uso de antimicrobianos como nova estratégia terapêutica na 

melhora de pacientes com resolução ineficiente deste tipo de pneumonia (POE 

et al., 2013).  

1.4) Potencial terapêutico das estatinas em doenças respiratórias e o 

reposicionamento de fármacos. 

As estatinas são fármacos amplamente utilizados, prescritos para o 

tratamento de hiperlipidemias e que atuam no controle dos níveis de colesterol 

plasmáticos, reduzindo com isso, os índices de mortalidade por doenças 

cardiovasculares, principalmente coronarianas (revisão em HOTHERSALL et 

al., 2006; CHOW et al., 2010). São compostos moleculares inibidores da 3-

hidroxi 3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA), imprescindível na 

biossíntese de colesterol, que inibem a conversão do mevalonato 

(HOTHERSALL et. al, 2006). Essa inibição reduz a secreção das lipoproteínas 

contendo apolipoproteína B (apo-B) que, por sua vez, aumentam a síntese do 

receptor de LDL e diminuem seus níveis plasmáticos (ENDO 1992). Esta 

inibição da HMG-CoA mediada pelas estatinas acontece devido à sua 

similaridade estrutural ao substrato da enzima. Desta forma, como inibidores 

competitivos da HMG-CoA redutase, as estatinas causam, além da diminuição 

de mevalonato, a redução de outros compostos importantes como os 
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isoprenóides, amplamente utilizados em vias de sinalização intracelular: 

farnesilpirofosfato (FPP) e o geranilgeranilpirofosfato (GGPP).  

A redução hepática do colesterol leva à ativação de uma família de fatores 

de transcrição denominados proteínas ligantes do elemento regulador de 

esterol (SREBPs). Assim, ocorre um aumento concomitante na transcrição do 

gene que codifica o receptor LDL hepático. O aumento no número de 

receptores para LDL, por sua vez, regula o clearence de LDL circulante 

(BROWN e GOLDSTEIN, 1997; HORTON e SHIMOMURA, 1999). Com a 

inibição da síntese de mevalonato, também diminui os níveis de FPP e GGPP, 

sendo estas moléculas importantes na isoprenilação de proteínas traduzidas, 

tais como os membros das GTPases, Ras, RhoA e Rac-1. A isoprenilação, 

portanto, é um passo importante de associação dos complexos enzimáticos na 

membrana plasmática e na dissociação dos rafts lipídicos que, 

consequentemente, podem disponibilizar múltiplos sítios de ligação ou 

fosforilação (LIAO, 2002; LANDSBERGER et al., 2005). A redução da 

isoprenilação é de fato, o mecanismo molecular mais promissor para explicar 

os efeitos independentes da redução de lipídeos pelas estatinas (TAKEMOTO 

e LIAO, 2001). A geranilgeranilação é também de particular interesse, pois 

afeta a ativação dependente de proteína G e com isso, muitas rotas de 

sinalização.  

Atualmente se sabe que algumas estatinas atuam em mecanismos 

celulares diferentes dos originalmente descritos, induzindo outras reações 

ainda pouco esclarecidas, incluindo propriedades anti-inflamatórias. Como 

exemplo, as estatinas tem-se mostrado potentes inibidoras da atividade de 
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TNF-α durante fibrose pulmonar e lesão pulmonar aguda (revisão em 

HOTHERSALL et al., 2006). 

A atorvastatina é uma estatina mais recentes, sendo um composto sintético 

(WIERZBICKI et al., 2003) com meia vida plasmática de 14 horas, possuindo 

também propriedades antioxidantes (RIKITAKE et al., 2001; SHISHEHBOR et 

al., 2003). Encontra-se envolvida em muitos fenômenos fisiológicos, ainda 

pouco compreendidos. KIENER e colaboradores (2001) confirmam que a 

atorvastatina e a sinvastatina possuem efeitos anti-inflamatórios mais 

significativos em relação à outras estatinas, atuando como moduladora em 

diferentes leucócitos in vitro e in vivo. Além disso, muitos estudos descrevem 

seu potencial terapêutico regulando a expressão de moléculas de adesão como 

ICAM-1 e também de LFA-1 (GIGUERE et al., 2005).  Autores afirmam também 

que este fármaco pode agir diminuindo a produção de IgG e a proteinúria 

durante lesão glomerular auto imune, reduzindo assim, a deposição de 

imunoglobulinas, diminuindo a lesão glomerular (LAWMAN et al., 2004). Ainda 

no contexto da inflamação renal, constatou-se diminuição na expressão de 

MHC de classe II por monócitos e linfócitos B. Ainda, a atorvastatina age 

reduzindo a proliferação de células T in vitro e in vivo e a expressão do MHC II 

glomerular durante a lesão auto-imune (revisão em HOTHERSALL, 2006). A 

atorvastatina também foi eficiente como estratégia terapêutica explorada no 

tratamento da artrite reumatóide. O uso de 40mg/Kg diários durante seis 

meses, atuou amenizando o processo inflamatório gerado na doença (revisão 

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 neutrófilos para o 
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tecido articular após a indução e diminuiu os níveis de IL1-β, IL-6, TNF-α e das 

quimiocinas CCL-5 e CCL-2;  além de declínio na nocicepção (BARSANTE et 

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

 Alguns estudos clínicos e epidemiológicos correlacionam a utilização de 

estatinas com a redução na mortalidade associada a infecções bacterianas 

respiratórias graves, tais como as induzidas por Staphylococcus aureus entre 

outras (CHOW et al., 2010). 

      Neste contexto, FESSLER e colaboradores (2005) demonstraram 

experimentalmente as ações correlacionadas à diminuição do perfil inflamatório 

em camundongos pré-tratados com lovastatina, durante a infecção pulmonar 

com K. pneumoniae. Neutrófilos isolados de camundongos tratados com 

lovastatina apresentaram uma ativação de Rac-1, redução da resposta 

inflamatória associada, além de alterações na polimerização da actina, 

quimiotaxia e diminuição de bactérias no tecido. 

 Outros estudos também tentam evidenciar o uso das estatinas como 

promissor no controle da resposta imune e inflamatórias por infecções virais 

como o HIV-1, Influenza A H5N1, o vírus coxsasackievirus relacionado à 

miocardite viral (LEAL et al., 2004; LIU et al., 2009; ZHANG et al., 2010). 

Porém, alguns autores discordam desta hipótese, indagando um papel mais 

bem descrito em infecções bacterianas (FEDSON et al., 2009). 

 Estas estatinas, incluindo a atorvastatina como foco deste estudo, por 

possuírem todos estes efeitos pleitrópicos ainda pouco descritos, podem ser 

incluídas no reposicionamento de fármacos. Este procedimento representa a 
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nova indicação de medicamentos, na busca por novas terapias. O 

reposicionamento vem sendo bem sucedido e explorado, inclusive pelas 

maiores indústrias farmacêuticas, consistindo em um novo uso de 

medicamentos já aprovados e disponíveis no mercado como alvo de 

investigações futuras (ASHBURN et al., 2004, EICHBORN et al., 2010). 
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2) OBJETIVOS: 

2.1) Objetivo geral 

Avaliar o efeito do tratamento com atorvastatina durante infecção pulmonar 

experimental por Klebsiella pneumoniae em camundongos. 

2.2) Objetivos específicos:  

2.2.1) Avaliar a infecção com diferentes concentrações de inóculos do 

patógeno K. pneumoniae ATCC-27736, em um modelo de infecção 

intranasal in vivo analisando os seguintes parâmetros: 

- mortalidade; 

- recuperação da carga bacteriana dos pulmões; 

- análise do influxo celular para os pulmões. 

     2.2.2) Avaliar o efeito do pré-tratamento com atorvastatina em 

camundongos infectados com K. pneumoniae. Para isso, analisamos os 

seguintes parâmetros: 

- mortalidade; 

- recuperação de carga bacteriana; 

- influxo celular para o pulmão; 
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- níveis de citocinas/quimiocinas TNF-α, IL-6, CXCL-1, IL-1β, IL-10 nos 

pulmões e lavado broncoalveolar; 

- parâmetros histológicos.  

2.2.3) Verificar o efeito do pré-tratamento com atorvastatina em 

animais infectados com K. pneumoniae,  tratados com Imipenem. Para 

isso, analisamos os mesmos parâmetros descritos no item anterior. 

2.2.4) Avaliar o índice fagocítico in vitro e a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) em macrófagos infectados com K. 

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

3.1)  Animais: 

Os experimentos com animais foram realizados em camundongos 

C57BL/6J fêmeas de 8 a 12 semanas (total de 20 a 30 animais por 

experimento, divididos em grupos distintos de acordo com o experimento em 

questão); fornecidos pelo Centro de Bioterismo da UFMG e mantidos em 

condições de temperatura e luz controladas, com livre acesso à água e  

àração, no biotério do laboratório de Interação microrganismo hospedeiro do 

Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG. O projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em experimentação animal sob o número de processo 224/11 

(CETEA-UFMG). 

3.2) Condições de crescimento do micro-organismo: 

As amostras de K. pneumoniae foram gentilmente cedidas pelo Laboratório 

de Imunofarmacologia do Departamento de Bioquímica do ICB/UFMG, 

congeladas previamente a -70º C  ( em solução contendo 1X 109 CFU/mL, 

congeladas em estoque, contendo glicerol 10% v/v). Alíquotas dessa amostra 

foram inoculados em caldo tríptico de soja e submetidos ao crescimento em 

escala logarítimica, durante 18 horas em estufa a 37º C. Após o crescimento, 

as amostras foram rapidamente centrifugadas a 375xg durante 15 minutos. 

Após o descarte do sobrenadante, foram ressuspendidas em solução de salina 

0,9%, plaqueadas em Agar McConkey e também utilizadas para a infecção de 

acordo com o crescimento. 
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3.3)  Modelo experimental de infecção por Klebsiella pneumoniae 

Os animais C57BL/6J fêmeas foram infectados por inoculação intranasal de 

K. pneumoniae ATCC-27736, mantidas em nosso laboratório, congeladas a -

70°C em solução 10% glicerol, na concentração de 109 UFC/mL.  A 

concentração do inóculo foi determinada através de culturas quantitativas para 

atestar a viabilidade das colônias através do cultivo e plaqueamento em ágar  

McConkey de amostras estocadas, seguindo diluições sucessivas. Os animais 

foram anestesiados com uma mistura de xilazina, ketamina e salina na 

proporção de 50mg/mL de ketamina e 0,02 mg/mL de xilazina, e 

respectivamente submetidos à instilação de 30 μL de uma suspensão contendo 

3x10 6 UFC/mL de K. pneumoniae. No primeiro grupo de animais (12 

camundongos) foi levantada a curva de letalidade. Em um próximo 

experimento, os animais foram eutanasiados para retirada dos pulmões e do 

lavado broncoalveolar para posterior análise do crescimento bacteriano 

(contagem de UFCs), recrutamento leucocitário e da concentração de citocinas. 

Além disso, retiramos sangue para coleta de soro e avaliação da concentração 

sistêmica de citocinas.  

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

pós-tratamento com o Imipenem: 

 O pré-tratamento com atorvastatina foi feito na dose de 10 mg/Kg de 

peso corporal, em dose única diária (PFIZER), através de gavagem com 

solução contendo veículo PBS 24 horas antes da infecção 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 veículo carboximetilcelulose 1,5% em PBS. O IMIPENEM (TIEPEM) 

foi administrado 12 horas após a infecção por K. pneumoniae na dose de 

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

   3.5) Análises do lavado broncoalveolar (BAL): 

O BAL foi retirado para contagem de leucócitos presentes nos espaços 

alveolares. A traquéia foi exposta e um cateter de polietileno de 1,7 mm de 

diâmetro foi inserido. Foram então injetadas três alíquotas de 1 mL de tampão 

fosfato (PBS). Aproximadamente 2 ml de fluido foram recolhidos de cada 

camundongo.  Após a centrifugação do lavado o sedimento foi usado para 

contagem de células, conforme descrito abaixo e o sobrenadante para 

realização do ensaio de ELISA e MPO. O número total de leucócitos presentes 

no lavado foi analisado em câmara de Newbauer, após adicionar solução de 

Turk. A contagem celular diferencial foi realizada após diluição em BSA a 3% e 

utilização de citospin CIENTEC (375xg por 3 minutos) pela avaliação da 

porcentagem de cada leucócito na lâmina corada com May-Grunwald-Giemsa.  

As lâminas confeccionadas foram utilizadas tanto para contagem diferencial de 

leucócitos quanto para avaliação do índice fagocitico.  

O índice fagocítico foi determinado pela porcentagem média de neutrófilos 

presentes nas análises do BAL que continham ao menos 2 bactérias em seu 

citoplasma, a partir das lâminas preparadas por citospin, conforme descrito por 

SOARES e colaboradores (2002). 
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3.6) Análise do índice de hematócrito: 

Uma amostra de sangue de cada animal foi coletada por meio de um 

tubo capilar de vidro heparinizado para determinação do hemoconcentrado 

(Perfecta), o qual foi centrifugado em uma centrífuga de micro-hematócrito por 

10 minutos (Centrifuge hematocrit HT).  Em seguida, foi realizada uma 

proporção entre o comprimento das porções vermelha (concentração de 

elementos do sangue) e transparente (concentração de plasma), através de 

uma regra de três simples.  

 

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

No momento da eutanásia, alíquotas de sangue foram coletadas do plexo 

braquial. Além disso, os ventrículos direitos foram reperfundidos com 3 mL de 

salina estéril e os pulmões coletados e posteriormente homogeneizado . Os 

homogenatos e o sangue foram colocados em gelo e diluídos em uma série de 

1:10. Cem microlitros de cada solução foram plaqueados em meio de cultura 

ágar McConkey (Difco) e incubados por 24h a 37°C. Posteriormente, as 

unidades formadoras de colônia foram contadas. O limite de detecção 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 pulmões foram removidos e estocados a -20ºC. Para 

obtenção do extrato, amostras de tecido foram homogeneizadas em tampão de 

extração (NaCl 0.4 M,NaPO4 10 mM, PMSF 0.1 mM, cloreto de benzetônio 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 4º C em 

centrífuga BR4 (Jouan Winchester VA, USA) e os sobrenadantes recolhidos e 

estocados a -20C, para posterior análise.  

 

 

3.9)  Quantificação da mieloperoxidase (MPO): 

 A quantificação indireta do acúmulo de neutrófilos 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. Após 

descongelamento, os tecidos (1g de tecido em 19 mL de solução tampão) 

foram homogeneizados em tampão pH 4,7 (0,1 M NaCl, 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 à lise 

hipotônica (15 mL de solução NaCl 0,2% seguido da adição de igual volume de 

solução contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 segundo após). Após nova 

centrifugação, o precipitado foi ressuspendido em tampão NaPO4 0,05 M (pH 

5,4) contendo brometo de “hexadecyltrimethyllammonium (HTAB)” 0,5% e re-

homogeinezado. Alíquotas de 1 mL de suspensão foram transferidas para 

microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil, São Paulo, SP Brasil) de1,5 mL e 

submetidas a  três ciclos de congelamento e descongelamento utilizando-se de 

nitrogênio líquido. Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 min 
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a 2500xg e recolhidos os sobrenadantes. As amostras de tecido foram diluídas 

previamente à análise em tampão NaPO4  0,05 M. A atividade da 

mieloperoxidase é calculada pela medida das alterações na densidade óptica 

(OD) a 450 nm utilizando-se de TMB (1,6 mM) e H2O2 (0,5 mM). A leitura foi 

realizada em leitor de ELISA (Status-labsystems, multiskan RC, Uniscience do 

Brasil). Os resultados foram expressos como número total de neutrófilos 

acompanhado da OD do sobrenadante do tecido comparados com neutrófilos 

da cavidade peritoneal igualmente processados. Para tanto, a indução de 

neutrófilos na cavidade abdominal foi realizada pela injeção de 3 mL de 

caseína 5%. 

 

3.10) Quantificação da N-acetil--D-glicosaminidase (NAG): 

 

A enzima N-acetil--D-glicosaminidase é uma enzima lisossômica produzida 

por macrófagos ativados, que quando quantificada no tecido pulmonar, serve 

como medida indireta de macrófagos no tecido. Fragmentos de pulmões foram 

homogeneizados em uma solução contendo 200 mM de ácido cítrico, 0.5% 

Triton X-100 até a obtenção uma suspensão homogênea, posteriormente 

centrifugada a 2500xg durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado 

para a realização do ensaio enzimático.  

Para o ensaio, foram adicionados 100µL das amostras diluídas em duplicata 

a uma placa de 96 poços. Em seguida, foram adicionados 100µL do substrato 

NAG (p-nitrofenil-n-acetil-β-D-glicosamina) (SIGMA) diluído em tampão 

citrato/fosfato (pH 4,5). As amostras foram incubadas a 37° C durante 10 
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minutos.  Por último, foram adicionados 100 µL de tampão glicina 0,2M pH 10,6 

(contendo 133 mM glicina, 83 mM Na2CO3, and 67 mM NaCl). A absorbância 

correspondente foi medida em espectrofotômetro, em comprimento de onda 

equivalente a 405 nm e a atividade de NAG foi calculada baseada em uma 

curva, com diferentes concentrações de p-nitrofenol-n-acetil-β-D-

glicosaminidase (NAG).   

 

3.11) Quantificação de citocinas/quimiocinas (ELISA):  

ELISA foi feito a partir do sobrenadante do extrato de pulmões e do lavado 

broncoalveolar obtido conforme procedimento descrito acima no item 3.8. Os 

níveis das citocinas/quimiocinas foram detectados de acordo com as normas 

contidas nos protocolos do fabricante (R&D Systems), para cada mediador em 

análise (IL-1β, IL-6, TNF, CXCL-1(KC), IL-10. A concentração referente a 

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

 

3.12) Histologia: 

Amostras de pulmões foram removidas e fixadas em solução de formol a 

10% em tampão fosfato pH=7,4 durante 24h e posteriormente processadas 

segundo protocolo de desidratação, com soluções de etanol em diferentes 

concentrações (70%, 85%, 95% absoluto I, II, III durante 30 minutos cada. 

Posteriormente foram colocados em xilol I, II por 20 min; paraplast (Sigma) 

líquido (3 banhos de 30 minutos) e posteriormente incluídos em blocos de 

paraplast. Os tecidos incluídos foram cortados posteriormente em micrótomo, 
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com espessura de 5 μm e distendidos sobre lâminas de microscopia 

previamente identificadas.  Após desparafinização (xilol), álcool absoluto, álcool 

90, 80, 70%, água) as  lâminas foram então coradas em corante hematoxilina 

(20 segundos)- eosina (8 segundos), segundo protocolo de coloração H.E 

(hematoxilina-eosina). Após serem novamente desidratadas, as lâminas foram 

diafanizadas e montadas com lamínulas, utilizando solução sintética de 

colagem (Entelan, Sigma) para posterior análise em microscópio óptico. As 

lâminas foram submetidas a uma escore semi-quantitativo de acordo com o 

grau relativo do infiltrado inflamatório, tal como descrito no CROWE e 

colaboradores (2007). A inflamação parenquimatosa foi pontuada como se 

segue: 0, ausência de inflamação; 1, infiltrado inflamatório local perivascular;  

2, inflamação branda, estendendo-se ao longo de 25% dos cortes de pulmão; 

3, inflamação moderada cobrindo 25-50% do parênquima dos cortes de 

pulmão; 4, inflamação extensiva cobrindo até 75% dos cortes de pulmão; 5, 

inflamação grave cobrindo mais de 75% ou mais das áreas avaliadas dos  

cortes de pulmão. 

 

3.13)  Obtenção de macrófagos para cultura: 

 Camundongos C57BL/6 foram injetados com solução de tioglicolato 3% 

na cavidade intraperitoneal. As células foram coletadas 3 a 4 dias após a 

injeção, 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 então descartado e ressuspendido com 

10 mL de meio incompleto e centrifugados novamente por 10 minutos a 859X 
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g. Após remover o sobrenadante por aspiração, novamente o pellet foi 

ressuspendido em meio completo RPMI-1640, onde depois foi obtida a 

contagem do número de células em câmara de Newbauer. A quantidade de 

células foi então ajustada para 3 X 105 células por poço e incubadas em placas 

de 96 poços em 200µL de RPMI contendo 10% de soro fetal bovino, por um 

período de 18h a 37ºC em 5% CO2. 

3.14)  Ensaio de fagocitose: 

 Macrófagos peritoneais, obtidos conforme descrito anteriormente foram 

pré-tratados por um período de 30 minutos com 100 µM/ml de atorvastatina 

(PFIZER). Após o tratamento, o inóculo de K. pneumoniae foi adicionado na 

proporção de 1:30 (macrófagos/bactérias). 

A fagocitose de K. pneumoniae, bem como a análise dos níveis de NO, 

ROS e mediadores inflamatórios foram feitas 30 minutos, 2 e 24horas após a 

infecção dos macrófagos. 

 

3.15) Avaliação da produção de ROS (espécies reativas de oxigênio) e 

NO (óxido nítrico): 

 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) foram quantificadas nos 

sobrenadantes das culturas de macrófagos infectados e tratados ou não com 

atorvastatina (10µM) a partir da utilização de 50mM por poço de diacetato de 

2′,7′dichlorodihidrofluoresceina (H2DCFDA, Invitrogen). A fluorescência foi 
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determinada em fluorímetro (Synergy 2, BioTek, USA) utilizando-se o 

comprimento de onda equivalente a 485 nm. A emissão foi medida em 

comprimento de onda de 530 nm. Os valores foram expressos na forma de 

números relativos (fold increase) da fluorescência em relação aos controles. A 

dosagem de NO foi realizada a partir do sobrenadante das culturas de 

macrófagos, utilizando-se do método de Griess: 50µL do sobrenadante foram 

adicionados a 50 µL do reagente de Griess (1% de sulfanamida em 2,5% de 

ácido fosfóricoe 0,1% de naftilenodiamida-HCl) e incubados por 10 minutos em 

temperatura ambiente. O índice de NO foi avaliado a partir da leitura em 

comprimento de onda de 540 nm e a concentração determinada baseada em 

uma curva padrão de nitrito de sódio.  

 

 3.16)  Análise Estatística: 

 

Os resultados foram expressos como média  erro padrão da média (EPM) 

de pelo menos 5 animais por grupo. As análises de variância (ANOVA ONE-

WAY) foram realizadas para comparar os grupos de experimentos. Em caso de 

significância foi realizado o pós-teste de Bonferroni. O nível de significância foi 

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

 

No modelo de pneumonia experimental induzida por Klebsiella 

pneumoniae em murinos, mediadores inflamatórios são expressos durante as 

primeiras 24 horas após a infecção, acompanhado do influxo de células 

polimorfonucleares para os espaços alveolares, com consequente aumento do 

inflitrado inflamatório (CHEUNG et al., 2000; SOARES et al., 2002; 2003 e 

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

Inicialmente, camundongos fêmeas da linhagem C57BL6 foram 

infectados com vários inóculos  de Klebsiella pneumoniae ATCC-27736, como 

verificado na figura 2A,  com o inóculo de 3 X106 UFC/mL, 40% dos animais 

sucumbiram a morte com até 7 dias após a infecção. O inóculos de 104 e 105 

não foram capazes de induzir letalidade. 

A recuperação da carga bacteriana no pulmão 24 horas pós-infecção 

com K. pneumoniae foi proporcional ao tamanho do inóculo, sendo que a maior 

recuperação foi conseguida com o inóculo de 106 (Figura 2B).  Vale ressaltar, 

que este inóculo foi associado com sintomas típicos de morbidade gerados 

pela infecção como piloereção, secreções oculares, ptose palpebral, 

encurvamento do dorso. Baseado nesses achados, todos os experimentos 

seguintes foram realizados com o inóculo de 3x106. 
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Uma vez que, dados epidemiológicos apontam a hipótese de melhora de 

infecções bacterianas nosocomiais em pacientes previamente tratados com 

estatinas e que a atorvastatina está relacionada a efeitos pleiotrópicos anti-

inflamatórios realizamos experimentos de infecção 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 infecção 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 

período de 13 dias após a infecção. O pré-tratamento com a atorvastatina 

aumentou de maneira significativa esta percentagem, além de gerar também 

FIGURA 2: (A) Curva de letalidade inóculo-dependentes (cada camundongo foi infectado 

através de instilação intranasal de 30 µL de cada inóculo, n =6), (B) Unidades formadoras de 

colônia (UFC) recuperadas dos pulmões de camundongos C57BL6 infectados por diferentes 

inóculos de K. pneumoniae, * p<0,05 em relação ao inóculo de concentração 104. 
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um atraso da letalidade. A morte dos animais iniciou-se sete dias após a 

infecção. O percentual de sobrevida no final de 15 dias foi de 70% em 

camundongos tratados em relação a camundongos não tratados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inicialmente, avaliamos o efeito do tratamento com atorvastatina na 

perda de peso induzida pela infecção. Como demonstrado na Figura 4A, a 

infecção pulmonar com K. pneumoniae induz significativa perda de peso nos 

primeiros dias pós infecção, sendo que em 3 dias, os animais perderam cerca 

de 30 % do peso corporal. O tratamento com atorvastatina, não foi capaz de 

reduzir esse padrão. Apesar de importante perda de peso, os animais 

infectados com K. pneumoniae não apresentaram alteração na 

hemoconcentração. Conforme demonstrado na Figura 4B, não houve diferença 

no nível de hematócrito em nenhum dos grupos avaliados.  

 

FIGURA 3: Curva de letalidade de camundongos C57/BL6 infectados com 3 X 106 UFC/mL de 

K. pneumoniae. Os animais foram submetidos ao tratamento diário com atorvastatina (10 

mg/Kg) ou seu respectivo veículo. p< 0,05. n=5 a 7 por grupo. 
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Como demonstrado na Figura 5A, a infecção por K. pneumoniae induz 

um aumento significativo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em 

relação a animais não infectados. A quantificação desta  enzima refere-se à  

medida indireta do acúmulo de neutrófilos nos pulmões (MATOS et al., 1999).  

O tratamento com atorvastatina foi capaz de reverter significativamente os 

níveis de MPO observados em camundongos infectados. Além disso, dosamos 

os níveis da enzima  n-acetilglicosaminidase, que indica, indiretamente, o 

acúmulo de macrófagos no tecido pulmonar. A atividade dessa enzima foi 

aumentada no pulmão de camundongos infectados (Figura 5B).  O pré-

tratamento com a atorvastatina também levou a uma diminuição significativa na 

concentração NAG, em comparação aos camundongos tratados com veículo.  

 

 

 

FIGURA 4: Percentagem de perda de peso (A) e medida do hematócrito (B) em camundongos não 

infectados tratados com veículos (NI) infectados tratados com veículos (Kp) e infectados tratados com 

atorvastatina (atorv),  n=6 ** p< 0,05 em relação a camundongos não infectados (One-Way ANOVA).  
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FIGURA 5: (A) Quantificação de mieloperoxidase (MPO) e (B) N-acetilglicosaminidase (NAG) 

24h pós-infecção com K. pneumoniae: NI (não infectado tratado com veículo de atorvastatina 

carboximetilcelulose 1,5%); veículo (infectado tratado com veículo de atorvastatina); atorv 

(infectado tratado com atorvastatina). #p<0,05, *p<0,01 em relação aos camundongos 

infectados tratados com veículo. (n = 7 nos grupos tratados com veículo e atorvastatina e n=6 

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

 

A infecção com K. pneumoniae induziu um aumento significativo do 

número total de leucócitos no lavado broncoalveolar. O tratamento com a 

atorvastatina diminuiu o influxo de células totais induzido pela infecção 

pulmonar (Figura 6). Corroborando esses dados, o tratamento com 

atorvastatina diminuiu o número de monócitos e neutrófilos induzidos pela 

infecção. Vale ressaltar que não houve alteração do número de linfócitos em 

nenhum grupo avaliado. Também não houve alteração do número de células 

totais ou diferenciais no sangue em nenhum dos grupos avaliados (dados não 

demonstrados).  
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Esse conjunto de resultados demonstra que o tratamento com 

atorvastatina foi capaz de diminuir a letalidade e o recrutamento leucocitário, 

sem contudo diminuir a perda de peso dos animais infectados. Trabalhos 

anteriores demonstram que a infecção pulmonar por K. pneumoniae está 

associada a alterações histológicas importantes caracterizadas por influxo 

celular e hiperemia (VAN DER WINDT et al., 2010; POE et al., 2013). De fato, 

animais infectados apresentaram grandes áreas de intensa hiperemia tecidual, 

acompanhado de aumento na ocorrência de infiltrados inflamatórios tanto 

perivasculares quanto parenquimatosos (Figura 7 B D, F). Estes processos 

patológicos observados em camundongos infectados acometeram cerca de 50 

a 75% do total do tecido pulmonar avaliado. De maneira interessante, os 

camundongos infectados e tratados com atorvastatina, apresentaram uma 

FIGURA 6: Contagem total e diferencial de células contidas no lavado broncoalveolar (BAL) 

de camundongos C57/BL6 tratados ou não com atorvastatina 24h após a infecção com K. 

pneumoniae. * p< 0,05; # p< 0,01; (n experimental = 7 nos grupos tratados com veículo e 

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

 

 

0

3

6

9

69

129

#
*

#

*

células totais mononucleares polimorfonucleares

NI

veículo

atorv

*

#

 (
B

A
L

 c
é
lu

la
s
 x

 1
0

7
)



 

50 
 

significativa diminuição de áreas hiperêmicas preenchidas por infiltrados 

inflamatórios, comparando-se com camundongos somente infectados (Figura 7 

C, E e F). Além disso, apresentaram acometimento tecidual diminuído em 

relação a camundongos infectados, com cerca de 30 a 45% do total das áreas 

avaliadas preservadas. A Figura 7 também mostra o escore histopatológico e 

as fotos comparativas entre os grupos infectados com K. pneumoniae e 

tratados com veículo ou atorvastatina. 
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FIGURA 7: (A) Parênquima pulmonar 

de camundongos não infectados (NI); 

(B e D) pulmão de animais infectados 

tratados com veículos (veículo); (C e 

E) pulmão de animais infectados 

tratados com atorvastatina (ator). n= 4 

por grupo. (F) Escore histopatológico. * 

p<0,05 NI em relação ao grupo veículo 

e # p< 0,05 em relação ao grupo 

infectado tratados ator. Barra em A, B, 

C (100 µm) e 10 µm em D e E. 
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A infecção com K. pneumoniae induziu um aumento significativo na 

concentração das citocinas TNF-α, IL-6 e CXCL-1, dosadas do tecido pulmonar 

em comparação com as concentrações observadas em camundongos não 

infectados (Figura 8). O tratamento com atorvastatina foi associado a uma 

diminuição significativa na concentração dessas citocinas nos pulmões.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avaliamos também a concentração dessas citocinas no lavado bronco-

alveolar. De forma similar ao pulmão, ocorreu aumento de TNFα, IL-6 e CXCL-

1 no lavado broncoalveolar que também foi diminuído pelo tratamento com 

atorvastatina (Figura 9). 

 

 

FIGURA 8: Concentração de citocinas TNFα e IL-6 e quimiocina CXCL-1 nos pulmões de 

camundongos C57/BL6 não infectados ou infectados com 3 X 106 CFU/mL de inóculo com K. 

pneumoniae, pré-tratados com veículo ou atorvastatina. *p<0,001; #p<0,05. n=6 nos NI e 

N=7 nos infectados tratados com veículos ou atorvastatina 10mg/Kg. One Way ANOVA. e 

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

 

 

 

N
I

ve
íc

ulo
 

at
orv

0

1.0103

2.0103

3.0103

4.0103

*

#

  
T

N
F


 p
g

/1
0
0
m

g

N
I

ve
íc

ulo

at
orv

0

2.0102

4.0102

6.0102

8.0102

1.0103

*

#

  
IL

-6
 p

g
/1

0
0
m

g

N
I

ve
íc

ulo

at
orv

0

5.0102

1.0103

1.5103

2.0103

2.5103

#
 C

X
C

L
-1

 p
g

/1
0
0
m

g

A B C



 

53 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além disso, a infecção também induziu um aumento significativo dos 

níveis de IL-1β no tecido pulmonar (Figura 10A), embora, a atorvastatina não 

tenha alterado sua concentração no tempo avaliado. Não observamos 

diferenças na produção de IL-10 entre os diferentes grupos (Figura10B). 
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FIGURA 9: Concentração de citocinas TNFα e IL-6 e quimiocina CXCL-1 em BAL de 

camundongos C57/BL6 não infectados ou infectados com 3 X 106 CFU/mL de inóculo com 

K. pneumoniae, pré-tratados com veículo ou atorvastatina. *p<0,001; # P<0,05. n=6 nos NI 

e n=7 nos infectados tratados com veículos ou atorvastatina 10mg/Kg. One Way ANOVA. e 

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

 

 

 

N
I

ve
íc

ulo

at
orv

0

1.0103

2.0103

3.0103

4.0103

*

#

 T
N

F


 p
g

/m
L

 B
A

L

N
I

ve
íc

ulo

at
orv

0

1.0103

2.0103

3.0103

4.0103

5.0103

#

*

 I
L

-6
 p

g
/m

L
 B

A
L

N
I

ve
íc

ulo

at
orv

0

2.0103

4.0103

6.0103

8.0103

*

#

  
C

X
C

L
-1

p
g

/m
L

 B
A

L

A B C

FIGURA 10: Concentração de citocinas IL-1β(A) e IL-10 (B) nos pulmões de 

camundongos não infectados (NI); camundongos infectados tratados com veículos 

(veículo) e infectados tratados com atorvastatina. # p<0,05. n=6 nos NI e n=7 nos 

infectados tratados com veículos ou atorvastatina 10mg/Kg. One Way ANOVA. 
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Uma vez que houve diminuição significativa de resposta inflamatória 

com diminuição do recrutamento celular, a nossa próxima pergunta foi verificar 

se a inibição no recrutamento de neutrófilo estava associada a um aumento da 

carga bacteriana. Interessantemente, embora com importante diminuição do 

influxo de leucócitos para o sítio pulmonar, não houve prejuízo na capacidade 

do hospedeiro em combater os microrganismos. Como observado na Figura 11 

A e B, recuperamos o mesmo número de unidades formadoras de colônias 

tanto do sangue quanto dos pulmões de animais tratados com veículo ou 

atorvastatina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uma vez que houve diminuição do número de leucócitos sem haver 

alteração da recuperação da carga bacteriana, nosso próximo passo foi avaliar 

 

FIGURA 11: (A) Unidades formadoras de colônia no sangue, (B) UFC/100 mg de tecido 

pulmonar recuperadas de camundongos C57/BL6 infectados com 3X 106 CFU/mL  de K. 

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

veículo. 
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a atividade fagocítica dos leucócitos tratados ou não com atorvastatina. Para 

esse fim, realizamos contagens de neutrófilos contendo bactérias no 

citoplasma de animais infectados tratados com veículo ou atorvastatina.  Os 

resultados demonstraram que cerca de 25% dos neutrófilos de animais 

infectados tratados com veiculo continham pelo menos 2 bactérias, ao passo 

que cerca de 50% dos neutrófilos retirados de camundongos tratados com 

atorvastatina continham pelo menos 2 bactérias. Os resultados estão 

expressos na Tabela 1 e esta análise baseou-se no total de 200 células por 

lâmina. Vale ressaltar que os neutrófilos de animais tratados com atorvastatina 

parecem mais eficientes, baseado na maior atividade fagocítica.  

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

camundongos infectados, tratados ou não com atorvastatina. 

Grupos  M±SD  

Veículo  56,42 ± 38,14  

Atorvastatina  109, 85 ± 54,56 *  

 

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

p.g) 

Para entender se a maior habilidade fagocítica induzida por atorvastatina 

se estendia a outros tipos celulares, nosso próximo passo foi avaliar o papel da 

atorvastatina em macrófagos. Para esse fim, realizamos experimentos in vitro 

de macrófagos peritoneais infectados por K. pneumoniae (1:30) cultivados na 

presença ou ausência de atorvastatina.  
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Em macrófagos cultivados na presença da bactéria K.pneumoniae 

(M.O.I. 30:1), não observamos índices significativos de fagocitose meia hora 

após infecção, apenas uma distribuição difusa de poucas células contendo 

bactérias (dados não demonstrados). Entretanto, após 2 horas de infecção 

(Figura 12) observamos índices significativos de macrófagos contendo 

bactérias no citoplasma. De forma interessante, os macrófagos previamente 

tratados com atorvastatina (100µM) e cultivados na presença de bactérias 

apresentaram um aumento do índice fagocítico comparado a macrófagos 

infectados tratados com veículo DMSO nas mesmas concentrações da droga. 

Dessa forma, esse dado reforça a idéia que a atorvastatina melhora o “fitness” 

celular.  

 

 

 

 

 

 

Uma vez demonstrado que a atorvastatina melhora a capacidade 

fagocitica da célula, nosso próximo passo foi avaliar se a célula cultivada na 

presença da atorvastatina possui maior capacidade de produzir agentes 

microbicidas como os radicais livres. Para isso, dosamos os níveis de ROS 

(espécies reativas de oxigênio) e NO (óxido nítrico), produzidos pelos 

macrófagos peritoneais em diferentes tempos, nos sobrenadantes das culturas. 

FIGURA 12: Índice fagocítico de 

macrófagos peritoneais pré-tratados ou 

não com atorvastatina (100µM) duas 

horas após infecção com inóculo de K. 

pneumonia na proporção de 1:30 células* 

p<0,05 e #  p<0,01. Teste t Student. 
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Como visto na Tabela 2 ocorreu produção significativa de NO e de ROS em 

comparação às células não infectadas, tratadas apenas com dimetilsulfóxido 

(DMSO). O pré-tratamento de macrófagos com a atorvastatina (100µM) não 

alterou os níveis de ROS/NO produzidos pelos macrófagos infectados in vitro, 

comparados aos níveis expressos por macrófagos somente infectados. 

Tabela 2: Índice fagocítico e produção de ROS (espécies reativas de oxigênio) e NO 

(óxido nítrico) por macrófagos in vitro infectados ou não por K.pneumoniae: 

 
MACRÒFAGOS 

 
Índice fagocítico 

(M±SD) 
 

 
ROS (H2DCFDA) 

fluorescence relative 
units 

(M±SD) 

 
NOµM 

(M±SD) 
 

Controle  
ND 

 
39,94± 9,26 

 
0,36± 0,44 

 

Veículo  
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 relação aos controles não infectados. 

Os resultados obtidos até aqui demonstram um efeito importante da 

atorvastatina na prevenção da letalidade induzida por K. pneumoniae. Essa 

inibição foi associada à diminuição da resposta inflamatória, sem, contudo inibir 

a habilidade do hospedeiro em lidar com a infecção. Dessa forma, acreditamos 

que a atorvastatina é capaz de frear a resposta inflamatória exacerbada; e de 

forma importante, que a exacerbação da resposta está associada a dano 

tecidual com consequente morte do hospedeiro. Entretanto, conforme 

visualizado na Figura 3, a atorvastatina diminuiu mas não inibiu totalmente a 

letalidade, o que sugere que essa mortalidade residual se deve ao crescimento 
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bacteriano. Para testar esta hipótese, o nosso próximo passo foi avaliar o 

tratamento com atorvastina em associação com o antibiótico. Utilizamos 

imipenem (Tiepem/BioChimico/ 40 mg/Kg) , uma vez que esse é o antibiótico 

de primeira escolha no tratamento de pneumonia grave associada a K. 

pneumoniae.  O tratamento foi feito segundo esquema apresentado na Figura 

13A. O antibiótico foi administrado 12 horas após a infecção; e de 6 em 6 horas 

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

Como visto na Figura 13B, o uso do antibiótico conseguiu reduzir 

significativamente o número de bactérias nos pulmões comparando-se ao 

grupo infectado tratado com veículos, em apenas 12 horas após o tratamento 

com imipenem. Esse resultado valida o nosso protocolo experimental.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

A 

FIGURA 13 (A) Esquema de 

tratamento com atorvastatina e 

imipenem (B): Unidades formadoras 

de colônia (UFC) recuperadas nos 

pulmões de camundongos C57/BL6 

infectados tratados com veículo e 

infectados com 3 X106 UFC/mL de K. 

pneumoniae. tratados com antibiótico 

imipenem 40 mg/Kg 12h após 

infecção.  #P<0,05. Teste t Student. 
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De forma similar ao verificado com atorvastatina (Figuras 3 e 14) o 

tratamento com antibiótico foi capaz de diminuir a letalidade induzida pela 

infecção pulmonar por K. pneumoniae. Entretanto; e de maneira muito 

interessante, a associação do tratamento com os fármacos atorvastatina e 

imipenem anulou a letalidade observada em camundongos infectados por K. 

pneumoniae (n=5 a 7 camundongos). 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 14: A combinação de tratamentos (pré-tratamento com atorvastatina e pós 

tratamento com imipenem) anulou a letalidade de camundongos C57/BL6 infectados 

por K. pneumoniae. Teste estatístico One Way ANOVA (Newman-Keuls multiple 

comparison test, n experimental 5 a 7 por grupo). Gráfico representative de 3 

experimentos isolados. 

 

A partir destes dados procuramos verificar se a associação dos 
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imipenem não foi capaz de alterar o recrutamento de neutrófilo (Figura 5B).    

Conforme esperado, a associação dos tratamentos não induziu uma diminuição 

significativa em relação aos grupos tratados somente com atorvastatina. Esses 

dados sugerem que o efeito anti-inflamatório é dado pelo uso da atorvastatina e 

não secundário a inibição da bactéria pelo tratamento com imipenem, ou seja, 

esses fármacos não possuem efeito sinérgico sobre a resposta inflamatória.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 15: Níveis de mieloperoxidase (A) e número de neutrófilos (B) no lavado 

broncoalveolar (B) em camundongos infectados tratados com veículos (Kp), tratados com 

imipenem e veículos (IMI);tratados com atorvastatina e veículos (Ator) ou com a associação de 

imipenem e atorvastatina *p< 0,05 em relação a camundongos não infectados; **p<0,05 em 
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relação a infectados tratados com imipenem ou atorvastatina em B. # p<0,05 em relação aos 

tratados somente com atorvastatina. n=7 (One Way ANOVA). 

 

Vale ressaltar que a inibição do influxo de células tanto para o pulmão 

quanto para o espaço broncoalveolar, não esta associado à diminuição da 

saída de células da medula (FIG. 16), nem na diminuição do número de 

leucócitos circulantes (dado não mostrado). 
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FIGURA 16: PBMCs (polimorfonucleares provenietes da medula óssea) de 

camundongos não infectados, infectados tratados com imipenem e atorvastatina em 

separado e com a combinação de imipenem e atorvastatina. One Way ANOVA. #p< 

0,05 entre grupos infectados e não infectados). 
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5) DISCUSSÃO: 

As doenças de caráter infeccioso já foram entendidas anteriormente 

como o resultado de respostas insuficientes do organismo hospedeiro, 

induzidas por uma proliferação exacerbada de um microrganismo patogênico, 

seguido do aparecimento de manifestações patológicas inerentes. Atualmente, 

a infecção e a instalação de uma doença são vistos como um conjunto de 

muitas relações complexas e específicas, que têm seu eixo de balanço 

intermediado pelo sistema imune e na sua habilidade em responder a um 

agente potencialmente patogênico ou mesmo à colonização por espécies 

oportunistas, através da tolerância imunológica (MEDZHITOV et al., 2012). A 

infecção pode ou não culminar em doença e a doença pode ser assintomática 

ou se manifestar de diversas formas, desde as mais brandas e inespecíficas 

até as fatais. Dessa forma, sabe-se que a infecção não necessariamente leva à 

doença e a doença não se restringe ao resultado de uma proliferação 

descontrolada do microrganismo diante de uma resposta imune e inflamatória 

ineficiente. Muitas vezes, a doença é desencadeada por respostas 

inflamatórias, exacerbadas ou descontroladas, que se não forem amenizadas 

podem matar o organismo hospedeiro. Outras vezes, o contato do 

microrganismo pode resultar inclusive em ausência ou deficiências de 

interações. Portanto, a imunidade age de forma íntima e dependente do 

reconhecimento destas moléculas específicas presentes nos microrganismos, 

através de padrões moleculares e de receptores específicos, intracelulares ou 

contidos nas superfícies de leucócitos e células apresentadoras de antígenos 

(PHILPOT et al., 2004; KAWAY et al., 2010).  
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A infecção pelo patógeno K. pneumoniae de linhagens patogênicas está 

correlacionado a  inúmeras  mortes nosocomiais no mundo todo (NORDMANN 

et al., 2009; CHEN et al., 2013). A resposta inicial à infecção bacteriana é uma 

reação inflamatória local que ativa o sistema imune. Os neutrófilos e 

macrófagos são células imprescindíveis na imunidade inata, bem como os 

monócitos e linfócitos, fundamentais na defesa contra bactérias, delimitando a 

proliferação bacteriana no tecido e exercendo suas funções não somente como 

células fagocíticas mas também como indutoras/produtoras de mediadores do 

processo inflamatório (CAI et al., 2010; POE et al., 2013). 

Em nosso trabalho nós avaliamos os efeitos da atorvastatina, que 

reconhecidamente, possui efeitos pleiotrópicos descritos, incluindo diminuição 

de respostas inflamatórias em modelos murinos de artrite reumatóide e lesão 

estéril (BARSANTE et al., 2006, MULLER et al., 2010). Como já mencionado 

anteriormente, o reposicionamento de fármacos representa uma nova linha de 

raciocínio, amplamente discutida e ainda pouco explorada  (ASHBURN et al., 

2004; EICHBORN et al., 2010).  

 Segundo nossos dados, o tratamento com atorvastatina está associado 

a uma  diminuição de mortalidade e morbidade, e isso esta de acordo com 

dados epidemiológicos. Muitas evidências clínicas demonstram aumento da 

sobrevida de pacientes com doenças respiratórias diagnosticadas, quando 

previamente tratados com algumas estatinas (JAIN et al., 2005; BJORKMAM-

BERGHAM et al., 2010). Porém, ainda existe uma carência de dados 

experimentais comprobatórios quanto ao benefício da sua utilização neste 

contexto, da mesma forma como ainda não se sabe os mecanismos que 

justifiquem esses dados epidemiológicos. De maneira bastante significativa, os 
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resultados de meta-análise sugerem que as estatinas podem ser associadas 

com efeitos benéficos no tratamento e prevenção principalmente de infecções 

bacterianas secundárias em geral e sepse (HOTERSALL et al., 2006;TLEYJEH 

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

É importante ressaltar que, apesar da diminuição dos sintomas 

característicos da infecção os camundongos não apresentaram melhora na 

perda de peso. Embora não avaliado aqui, acreditamos que esse efeito pode 

ser secundário à diminuição de alimentação dos animais.  

A diminuição da letalidade está associada à redução do influxo de 

células durante a infecção por K. pneumoniae (SOARES et al., 2003; CAI et al. 

2010; POE et al., 2013). Nossos  resultados estão 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 secundário à inibição do 

recrutamento celular.  

O menor influxo de células foi associado com um  menor dano pulmonar. 

Muitos trabalhos demonstram que o acúmulo de neutrófilos/macrófagos estão 

associados a produção de citocinas,  radicais livres e enzimas proteolíticas  

capazes de induzir o maior  dano tecidual (VAN DER WINDT et a., 2010; CAI et 

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

Ainda neste contexto, a diminuição do acúmulo de células também está 

relacionado ao declínio na produção de mediadores inflamatórios no tecido 

pulmonar. Estes mediadores, incluindo as citocinas TNFα e IL-6, dinamizam e 

amplificam a resposta inflamatória. A deficiência na produção de quimiocina 
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CXCL-1 está correlacionada a uma maior letalidade apesar do menor dano 

tecidual diante da infecção pulmonar por K. pneumoniae em camundongos 

(CAI et al., 2010). Isto demonstra sua importância no equilíbrio do eixo 

neutrófilo/CXCL-1. Ao se diminuir os medidadores inflamatórios, ocorre um 

sinal de parada do processo lesivo, um sinal de “stop” que, por sua vez,  liga o 

sinal de resolução. Isto vem seguido por alteração no perfil de produção de 

mediadores, ou seja, para a produção de leucotrienos e induz a produção de 

lipoxina.  

Além disso, não  verificamos no momento avaliado um aumento de IL-

10. Dados bem recentes também confirmam e citam a molécula IL-10 como 

indutora da resolução da infecção induzida por K. pneumoniae em 

camundongos  C57/BL6 e  imprescindível na fase tardia da infecção pulmonar 

induzida.  Neste contexto, a produção tardia de IL-10 provém especialmente de 

macrófagos residentes de origem mielóide (POE et al., 2013), sendo inclusive, 

sua expressão prejudicial nas fases iniciais da infecção. Dessa forma, é 

possivel que em momentos mais tardios da infecção a atorvastatina modifique 

o perfil da resposta para anti-inflamatório ou pró-resolutivo, esse tem sido 

objeto de interesses futuros.  

Como avaliado, não se pode detectar qualquer diferença na expressão 

de outras citocinas importantes como IL-1β em camundongos infectados 

tratados ou não com atorvastatina, neste mesmo período. O papel de IL1β e do 

inflamassoma, bem como o potencial da atorvastatina sobre a modulação na 

produção desta molécula poderá também ser alvo de investigação futura,  já 

que estudos demonstram sua produção considerável no tecido pulmonar de 
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camundongos infectados pelo patógeno (VAN DER WINDT, et al., 2010; LEE et 

al., 2012) .   

Apesar da significativa inibição na letalidade o tratamento com 

atorvastatina, esta não foi capaz de reduzir a carga bacteriana em animais 

infectados por K. pneumoniae. Esses dados demonstram que a atorvastatina 

não possui propriedades anti-bacterianas nesta fase inicial da infecção ou in 

vitro. Por outro lado, FESSLER et al., 2004, demonstraram efeito 

antimicrobiano da lovastatina em camundongos  pré-tratados com a associação 

de lovastatina e mevalonato, na infecção 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 só poderiam ser observados em concentrações muito 

elevadas, bem diferentes dos níveis expressos no plasma (TLEYJEH et al., 

2009; BERGMAN et al., 2011).  

Nosso modelo demonstrou um aumento no número de bactérias 

fagocitadas tanto em neutrófilos do fluido de BAL in vivo como em macrófagos 

peritoneais infectados in vitro.  Isso pode ser uma de suas possíveis ações  

sobre os fagócitos, primariamente recrutados para o pulmão. Resta saber a 

dimensão de atuação deste fármaco sobre as membranas celulares destes 

fagócitos ou em rafts lipídicos contentores de receptores, gerando possível 

modulação, ou até mesmo inativação de muitas rotas de sinalização ligada aos 

mesmos receptores expressos. De fato, a associação das estatinas, em 

específico a atorvastatina, inibe a produção de colesterol e pode, dessa forma, 
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modificar o comportamento das membranas de leucócitos, com consequente 

aumento da fosforilação em modulação de vias de sinalização. Resta saber 

como isso pode estar associado ao perfil de fagocitose de bactérias gram 

negativo. Além disso, ainda há possibilidade de algumas estatinas alterarem a 

secreção de vesículas pelo patógeno K. pneumoniae (como as OMVs), e por 

sua vez, modificar o perfil da infecção. Estes pontos também são relevantes 

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

Portanto, o  efeito protetor da atorvastatina sem diminuição da carga 

bacteriana pode estar relacionado a sua atividade fagocítica como observado 

em nossos resultados. Certas evidências demonstram que algumas estatinas 

são capazes de alterar o perfil funcional de fagócitos, conferindo caráter 

protetor diante de infecções bacterianas (FESSLER et al., 2005; CHOW et al., 

2010). Estes resultados também reforçam os efeitos observados através do 

tratamento com atorvastatina no controle inicial de mediadores inflamatórios 

expressos de forma exacerbada, durante a fase inicial da pneumonia por 

bactéria Gram negativo e aponta a importância da utilização de associação 

entre um antimicrobiano e um anti-inflamatório, como mais eficiente em induzir  

melhora. Neste contexto, esta hipótese aponta o uso da associação de drogas 

com efeitos diferentes: uma droga com potencial anti-inflamatório, conferindo 

proteção parcial e, se associado ao uso de imipenem garante  maior proteção 

diante da infecção por K. pneumoniae. 

Convém ressaltar que não foi observada diminuição do número de 

células produzidas na medula óssea de camundongos, sugerindo que a 

atorvastatina possa atuar basicamente no fenômeno do recrutamento de 

células circulantes para os pulmões e na manutenção da fagocitose. Nossos 
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resultados in vitro também reforçam nossa hipótese sobre o potencial conferido 

à atorvastatina. Diante destas evidências, vale ressaltar que a atividade 

fagocítica foi cerca de duas vezes maior no grupo tratado com atorvastatina. 

Entretanto, o número de células recrutadas foi menor, o que justifica o fato de 

atorvastatina não diminuir a carga bacteriana. 

Assim, nosso trabalho, demonstrou também que a infecção de 

macrófagos in vitro com K. pneumoniae aumentou os níveis de ROS e NO 

principalmente 2h após a infecção. Entretanto, não observamos diferenças na 

expressão destas moléculas, entre as células pré-tratadas com atorvastatina ou 

células infectadas, tratadas com DMSO (Tabela 2). Esta evidência vai contra 

alguns  dados da literatura que  demonstram que a produção de ROS é 

intimamente relacionada à farnelisação de RacGTPase (FESSLER et al., 2005; 

KANEYUKI et al., 2007), que por sua vez são imprescindíveis para a 

manutenção do complexo NADPH oxidase. Assim, apontamos  que embora 

ocorram mecanismos inibitórios das estatinas sobre o complexo NADPH 

oxidase por intermédio de RacGTPases, estes não foram capazes de inibir a 

produção de ROS durante este tempo estabelecido de infecção pelo patógeno.  

De fato, a geranilação de radicais também é um dos passos mais importantes 

na ativação dos complexos da NADPH oxidase e manutenção de gp91phox 

com consequente produção de ROS. Sabe-se que, algumas estatinas inibem a 

conversão do mevalonato prejudicando a conformação de RacGTPases 

correlacionado à produção de ROS (via NADPH oxidase), NO e  também nas 

vias de sinalização 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 específico de RacGTPases 1 e Rac2b) como controle 

positivo na confirmação do efeito inibitório da atorvastatina (Figura 1, ANEXO 

1). Como demonstrado, os índices de ROS e NO são equivalentes 2 horas 

após infecção de macrófagos in vitro, reforçando esta hipótese. 

Como já mencionado, o tratamento com imipenem é usualmente 

prescrito na clínica para o tratamento de infecções 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 investigação experimental sobre possíveis adjuvantes da antibioticoterapia 

devido ao seu uso abusivo e a relação com cepas de K. pneumoniae 

multiresistentes (KALAN , WRIGHT, 2011). Estes autores confirmam a 

necessidade da descoberta de associação de drogas que podem por sua vez, 

representar uma alternativa promissora diante deste uso abusivo. 

Neste contexto, nossos resultados demonstraram de maneira 

interessante, uma inibição total de letalidade em camundongos infectados 

tratados com a associação entre a atorvastatina e o antibiótico imipenem; em 

comparação a camundongos infectados não tratados ou tratados com os dois 

fármacos em separado. Estes resultados reforçam a hipótese anterior , sobre 

um possível potencial envolvendo a associação destes dois fármacos na 

melhora da infecção pulmonar causada por microrganismos Gram negativo. A 

atorvastatina merece atenção, como alvo de estudos futuros, já que apresentou 

importante modulação de respostas inflamatórias e do menor dano tecidual nos 

pulmões de camundongos infectados, submetidos ou não ao tratamento com 

antimicrobianos carbapenêmicos. Isso confirma sua provável  função 
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pleiotrópica na lesão pulmonar induzida por K. pneumoniae, amenizando 

respostas inflamatórias exacerbadas. Como já exposto, os resultados obtidos 

até aqui demonstram um efeito importante da atorvastatina na prevenção da 

letalidade induzida por K. pneumoniae, e está associada à diminuição da 

resposta inflamatória, sem, contudo inibir a habilidade do hospedeiro em lidar 

com a infecção. Dessa forma, acreditamos que a atorvastatina é capaz de frear 

a resposta inflamatória exacerbada; e de forma importante, que a exacerbação 

da resposta está associada a dano tecidual e consequente morte do 

hospedeiro.  
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6) CONCLUSÃO: 

 

 

 Concluímos que, o pré-tratamento de camundongos C57/BL/6 com a 

atorvastatina, exerce importante efeito anti-inflamatório durante a pneumonia 

experimental induzida por K. pneumoniae. Este tratamento mostrou-se 

correlacionado ao aumento da sobrevivência e diminuição da inflamação 

pulmonar. A associação de atorvastatina e o antimicrobiano imipenem pode 

representar grande potencial em garantir a sobrevivência dos camundongos 

infectados.  

Assim, a atorvastatina pode ser reposicionada e servir como adjuvante à 

terapia antimicrobiana durante a pneumonia experimental por K. pneumoniae 

em camundongos. 
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FIGURA 1: Produção de ROS em macrófagos peritoneais infectados e tratados com 

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

infecção com K.  pneumoniae. (M.O.I. 30:1) .Teste estatístico  One Way ANOVA. 
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