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1. Resumo

A alta prevaléncia e incidéncia de pneumonia por Klebsiella pneumoniae em
ambiente hospitalar, levanta a necessidade de estudos in-vivo, nos quais seja
possivel observar a patogénese da infeccdo e o comportamento desse bacilo “Gram
negativo” que tem um elevado potencial de multirresténcia como as conhecidas
cepas produtoras de carbapenemases. Além de observar o curso clinico da
infeccdo, é importante também evidenciar a importancia da atuagdo do sistema
imune na patogénese da infeccdo, através do bloqueio do TNF-a, que é uma
importante citocina do sistema leucocitario. Dessa forma, a proposta desse trabalho
foi estudar a histopatologia da infeccdo pulmonar causada por Klebsiella
pneumoniae, em modelo murino por instalacdo endotraqueal de um inoculo
bacteriano proveniente de isolado clinico.

Palavras-chave: pneumonia; Klebsiella pneumoniae; histopatologia; TNF- a.
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2. Abstract
The high prevalence and incidence of pneumonia caused by Klebsiella

pneumoniae in a hospital environment, with a high morbidity and mortality rate,
especially in immunocompromised and neonatal patients, increase the need for in-
vivo experimental trials, with the intent to observe the pathogenesis of the infection
and the behavior of this gram-negative strain, which has a high potential for multi-
resistance, as the known strains carbapenemases producers. Besides observing the
clinical course of the infection, it is also important to evidence the relevance of the
immune system in the pathogenesis of infection by blocking TNF-a, an important
cytokine of the leukocyte system. Thus, the purpose of this study was to study the
histopathology of pulmonary infection caused by Klebsiella pneumoniae in a murine
model by endotracheal installation of a bacterial inoculum from a clinical isolate.

Palavras-chave: pneumonia; Klebsiella pneumoniae; histopathology; TNF- a.
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4. Revisao Bibliografica do tema a ser estudado

4.1. Pneumonia
A pneumonia € uma consequéncia da coloniza¢do pulmonar por agentes

patogénicos que envolve lesdo e inflamacdo tecidual. Além disso, o
extravazamento vascular e 0 edema sédo causados por essas respostas do
hospedeiro, permitindo que o patdgeno obtenha acesso ao sangue e se

espalhe sistematicamente causando sepse [,

A pneumonia pode ser subdividida em comunitaria e nosocomial. Elas
tém como agente causador mais comum o Streptococcus pneumoniae, um
patdgeno oportunista extra celular cuja viruléncia € derivada principalmente da
producdo de uma capsula que permite que o patdgeno se fixe na mucosa e
Impeca as respostas imunes inatas do pulméo, como producéo de surfactantes,
complementos e fagocitose. Outros agentes como Klebsiella pneumoniae e
Acinetobacter baumannii, causam principalmente infecces nosocomiais

usando mecanismos similares ao Streptococcus Pneumoniae 1,

A pneumonia nosocomial é aquela ocorrida estritamente em ambiente
hospitalar ou até 15 dias apos a alta ou apos 48 horas da internacdo, entre 0s
fatores de risco relacionados a pneumonia bacteriana nosocomial estdo o0s
pacientes que foram submetidos a administracdo endovenosa de farmacos ou

procedimentos invasivos nos Gltimos 30 dias da infeccdo atual .

Em paises em desenvolvimento, a infec¢cado pulmonar é responsavel por
altos indices de 6bitos infantis, isso porque é uma patologia comum na pratica
diaria da pediatria e pode ter prognosticos dificeis com consequéncias graves
2l Em estudo de 2011 foi observada uma frequéncia de 22% para ocorréncia
de pneumonia em individuos internados, caracterizando assim a infeccéo

pulmonar nosocomial como importante problema de satde publica no Brasil .

A pneumonia comunitaria € um importante problema de saude nos
Estados Unidos e estad associada a uma alta morbidade e mortalidade, como
também altos custos de cuidados de saude. Em 2007, nos Estados Unidos, a

pneumonia representava aproximadamente 4,5 milhdes de visitas ambulatoriais
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e 1,1 milhdo hospitalizagbes, com uma duracdo média de 5 dias.
Aproximadamente 10% a 20% dos pacientes hospitalizados com pneumonia
sdo admitidos em uma unidade de terapia intensiva, e a taxa de readmissao de
30 dias foi de 20% [,

4.2. Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae € um bacilo “Gram negativo”, membro da familia

das enterobactérias, encontrado em locais como agua, solo, plantas e esgoto
61, Sua colonizagdo em seres humanos provavelmente ocorre por contato com
as diversas fontes ambientais e este pode ser encontrado colonizando a
orofaringe e fezes de pessoas sadias. Entretanto no organismo de pessoas
imunocomprometidas esta bactéria leva aos quadros de infeccéo, pelo fato de

os mecanismos de defesa estarem prejudicados 78],

Estudos demonstraram que a instilacdo intranasal da cepa B5055 de
Klebsiella pneumoniae em camundongos BALB/c é capaz de induzir inflamacao
pulmonar aguda [°l. As razdes pelas quais esse microrganismo pode ser t&o
patogénico estdo intimamente ligadas aos aspectos morfoldégicos e moleculares
da bactéria, como por exemplo os fatores de viruléncia capsulares e 0s
lipopolissacarideos que, devido a variagdo na sua estrutura, confere uma

grande diversidade soroldgica de antigenos [,

7

A Klebsiella pneumoniae é um agente patogénico que possui
mecanismos de resisténcia, um deles é o escape da fagocitose realizada por
células do sistema imune, 0s principais responsaveis por isso sao as estruturas
de superficie, como por exemplo, o LPS ", Outro mecanismo de resisténcia é
através da secrecdo de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) que é
uma enzima produzida pela Klebsiella pneumoniae que confere resisténcia aos
antimicrobianos carbapenémicos, como também inativam penicilinas,

cefalosporinas e monobactamicos 1,

A Klebsiella pneumoniae pode ser encontrada no aparelho respiratério
superior e aparelho gastrointestinal do homem e do camundongo e, portanto, é
considerada um componente normal da microbiota. Normalmente, a via aérea

inferior (pulmdes) é mantida estéril devido aos mecanismos efetivos de defesa
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do hospedeiro. A presenca do microrganismo no espaco aéreo inferior pode
resultar em infec¢c@o grave com altas taxas de mortalidade. Sendo assim, é
considerado um patogeno oportunista clinicamente significativo e é a principal

causa de pneumonia comunitaria e nosocomial entre os “Gram negativos” 12,

A resisténcia da Klebsiella pneumoniae aos antibiéticos carbapenémicos
representa uma ameaca para a saude publica. Como essa classe de
antibiéticos tem sido considerada de dltimo recurso para o tratamento de
infecgbes causadas por microrganismos multirresistentes, a disseminagao da
resisténcia entre bactérias patogénicas € considerada um problema mundial de

salde publica 31,

A alta mortalidade relacionada as infec¢des por Klebsiella pneumoniae é
justificada pela capacidade elevada de causar bacteremia (65% das infeccoes),
sendo que nesses casos a mortalidade é de 86,9% e nos casos que
apresentam choque séptico é de 100% 5. Sendo assim, evidencia-se a
importancia de uma terapia antimicrobiana eficaz para estas graves infec¢des,
no entanto, o tratamento ideal para infeccbes causadas pela Klebsiella

pneumoniae produtora de carbapenemase ainda néo foi definido 14,

4.3. Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)
O TNF-a é sintetizado principalmente por macréfagos, linfécitos T e

células endoteliais. Pode ser sintetizado para atuar aderido a membrana celular
ou soluvel no plasma, no qual véarias evidéncias mostram que ambas as formas

estdo intimamente envolvidas na resposta inflamatoria 1161,

O TNF-a desempenha um papel significativo em muitas doencgas
inflamatorias do pulméo. As doencas pulmonares mais importantes afetadas
pelo TNF-a incluem bronquite crénica, doenga pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC), asma, lesdo pulmonar aguda e sindrome de dificuldade respiratoria

aguda 7],

Na infeccdo pulmonar causada por Klebsiella pneumoniae o TNF-a tem
um papel importante no recrutamento de polimorfonucleares, visto que quando

bloqueado é reduzido o influxo celular no tecido pulmonar 281,
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In-vivo, a administracdo de LPS bacteriano induz alto nivel de producéo
de TNF-a com reagbes pro-inflamatorias severas. Um alto nivel de TNF-a
também € observado em seres humanos quando administrada endotoxina
bacteriana. Estes estudos in-vitro e in-vivo indicam que a geragédo de TNF-a em
alto nivel leva a exacerbacdo de respostas inflamatorias e pré oxidativas que
sdo importantes na patogénese de muitas doencas, incluindo vérios disturbios

pulmonares 7],

O bloqueio do TNF-a em modelo experimental de inducao de ferimentos
leva a alteracbes nas respostas de cura, acelerando a taxa de cura

macroscopica, pois leva a uma reducdo da area dos ferimentos 191,

O uso do anti-TNF-a tem melhorado o tratamento de doencas
inflamatorias, incluindo artrite reumatoide, artrite psoriatica, doenca de Crohn e
artrite reumatdide juvenil idiopética. Véarios medicamentos anti-TNF-a estéo
disponiveis no mercado: um receptor solavel capaz de neutralizar TNF-a
(Etanercepte); anticorpos monoclonais que podem ser anticorpos quimeéricos
de origem murina (Infliximabe), ou anticorpos humanizados (Adalimumabe),

gue tém como finalidade terapéutica, diminuir a acdo do TNF-a na inflamacéo.
[20]

4.4. Fisiopatologia da infecgdo pulmonar
Os macréfagos alveolares sdo as principais células de defesa nas

infec¢Bes do trato respiratorio, visto que desempenham o papel de fagocitose
dos microrganismos invasores. Além dos macréfagos alveolares, sao também
células de defesa, as células do epitélio alveolar, as chamadas células

endoteliais (8],

As citocinas e as quimiocinas produzidas pelas células epiteliais das vias
aéreas estimulam rapidamente o recrutamento e a ativacdo de neutrofilos,
eosinofilos, mondcitos, células dendriticas e células NK que sdo capazes de

destruir a bactéria invasora [,

Os papéis das moléculas de adesao celular na pneumonia em animais

foram delineados principalmente usando anticorpos bloqueadores. As
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evidéncias obtidas desses estudos demonstram que o ICAM-1 é importante
para o recrutamento de neutrofilos nos pulmbes em resposta a Klebsiella

pneumoniae 21,

O recrutamento de neutroéfilos € um mecanismo de defesa antibacteriano
essencial no pulmédo que envolve etapas mudltiplas, incluindo a ativacdo de
fatores de transcricdo, produgcdo de quimiocinas, regulacdo positiva das

moléculas de ades&o celular e aumento das interagdes célula-célula 122,

A maioria das infec¢des causadas por Klebsiella sp. sdo observadas em
animais debilitados e de meia idade. Isso porque a progressédo da pneumonia e
seu prognéstico sdo principalmente relacionados a idade e a varias outras
variaveis relacionadas ao modelo experimental adotado. Os animais saudaveis
e jovens sao mais propensos a combater efetivamente a infeccdo do que o
animal idoso e debilitado. Isso pode explicar a mortalidade relativamente baixa
e a maior cronicidade da infeccdo observada em estudos experimentais com

animais jovens e saudaveis 23],

4.5. Modelo experimental de inoculacdo endotraqueal
Diferentes técnicas experimentais de inducdo de doencas pulmonares

tém sido utilizadas para a inducdo da patologia, tal como a inoculacdo
intranasal [?42%1,  Entretanto, estudos realizados com “modelo animal
experimental”, mostraram que a inducao de infeccdo pulmonar por intubacgéo
tragueal é uma das técnicas mais efetivas a fim de assegurar uma infeccéo
primaria representativa para uma pesquisa, dentre as possiveis vias de
inoculacdo existentes: traqueostomia, aplicacdo intranasal, via aerossol e

intubacéo traqueal [26:27:30],

Atualmente nos estudos que utilizam modelos animais, tém obtido éxito
no que diz respeito as novas ideias de tratamento de patogenicidades
causadas por Klebsiella pneumoniae 2728, O método amplamente utilizado nas
pesquisas com camundongos para administracdo de medicamentos, vacinas
e/ou agentes infecciosos é o de instilacao intranasal. Para o emprego deste

meétodo € necessario se atentar ao tipo de diluente utilizado como veiculo, ao
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posicionamento fisico do animal, ao volume de amostra e ao tipo de anestesia

utilizado no procedimento 29,

Dentre os modelos experimentais que utilizam camundongos, o modelo
de infeccdo pulmonar considerado ideal € aquele que induz uma resposta
inflamatoria aguda, aumentando a permeabilidade vascular e alveolar, influxo
de neutrofilos e proteinas nos alvéolos, associado a um exsudato rico em

fibrina durante a fase aguda [39,

5. Justificativa
O fato das pneumonias bacterianas serem prevalentes e de dificil

tratamento quando desencadeadas por microrganismos multirresistentes, torna
importante o estudo da fisiopatologia da infeccdo pulmonar por Klebsiella
pneumoniae no ganho de conhecimento relacionado aos mecanismos
biolégicos dessa doenca infecciosa bacteriana de carater nosocomial, visando
implementagéo de tratamentos mais eficazes, bem como na determinacdo de

modelos experimentais adequados.

6. Objetivos (Objetivo geral e objetivos especificos)

e Padronizar modelo experimental;
e Desenvolver pneumonia sem acometimento sistémico;
¢ Realizar andlise histopatolégica da infec¢éo;

e Avaliar o papel do TNF-a na infec¢ao pulmonar;

18



7. Artigo cientifico

ESTUDO HISTOPATOLOGICO DA INFECCAO PULMONAR CAUSADA
POR Klebsiella pneumoniae, EM MODELO EXPERIMENTAL MURINO
COM BLOQUEIO DE TNF-a.

Weverson Alves dos Reis?; Fernando Ricardo Sousa Carvalho?® Octavio Luiz
Franco?; Jamila Reis de Oliveira!

1. Faculdade de Ceilandia - Universidade de Brasilia
2. Universidade Cat6lica de Brasilia

7.1. Resumo
A alta prevaléncia e incidéncia de pneumonia por Klebsiella pneumoniae em

ambiente hospitalar, com alta taxa de morbimortalidade, levanta a necessidade
de estudos in-vivo onde seja possivel observar a patogénese da infeccdo e o
comportamento desse bacilo “Gram negativo”. Sendo assim, o propdsito deste
trabalho foi de realizar andlise histolégica da infec¢cdo pulmonar causada por
inoculacdo endotraqueal de Klebsiella pneumoniae em modelo experimental
murino, elucidando assim o grau de comprometimento tecidual como também
as principais diferengas entre os grupos estudados, com énfase no papel do
TNF-a. Sendo que, na observacao do curso clinico da infeccéo, foi possivel
identificar diferencas histolégicas relevantes principalmente em comparacao
com animais que tiveram receptores de TNF-a bloqueados. Dessa forma, esse
trabalho fornece importantes parametros de comportamento do microrganismo
na pneumonia, como também um modelo experimental eficaz de

desenvolvimento local de infec¢do pulmonar.

Palavras-chave: pneumonia; Klebsiella pneumoniae; histopatologia; TNF- a.
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7.2. Introducéo
A pneumonia tem sido evidenciada como a maior causa de mortalidade

dentre as doencas respiratorias e ocupa o quarto lugar de mortalidade geral no
Brasil, excluindo-se as causas externas. Estima-se a incidéncia mundial em 12

casos por 1000 habitantes/ano .

A Klebsiella pneumoniae carbapenemase, € produzida pelas
enterobactérias, que pertencem a familia de bacilos Gram-negativos, e sua
deteccdo em isolado bacteriano confere resisténcia aos antimicrobianos

carbapenémicos e inativam penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos 1,

Na infeccdo pulmonar o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) € um
potente ativador de polimorfo nucleares e macréfagos, levando ao aumento da
liberacdo de proteases, inducdo de leucécitos e expressdo de moléculas de
adesdo, que sao essenciais para transmigracdo destas células para os locais

de infeccdo 31,

7.3. Materiais e métodos
7.3.1. Aprovacdo do comité de ética

Os procedimentos dessa pesquisa foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica em uso de Animais (CEUA) da UCB na data de 22 de outubro
de 2015.

7.3.2. Animais

Foram utilizados 30 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, com
idade entre 6-8 semanas, oriundos do Biotério Central do Laboratério de
Bioensaios da UCB. Os animais foram condicionados a temperatura ambiente,
em um ciclo claro-escuro de 12 horas com &gua e ragdo ad libitum até o
momento da inducdo de pneumonia pela cepa 1410503 de Klebsiella

pneumoniae. A eutanasia ocorreu apos sedacao, por exsanguinagao.
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7.3.3. Determinacéo do padrao de crescimento da cepa

A cepa bacteriana disponibilizada pela UCB, foi a 1410503 de Klebsiella
pneumoniae proveniente de isolado clinico do LACEN/DF, isolada de amostra
sanguinea de paciente internado no Hospital de Base de Brasilia — HBDF. O
padrao de crescimento da cepa foi determinado por meio da realizacao de trés
curvas de crescimento com tempo médio de 8 horas cada, obtidas pelas

leituras pontuais de densidade 6tica a cada 30 minutos.

7.3.4. Defini¢ao da carga bacteriana

Para determinacao da concentracdo do inoculo, 18 animais foram utilizados,
sendo os mesmos divididos em 3 grupos com 6 animais cada, sendo estes:
inoculacdo de 10* UFC/mL™, inoculacdo de 108 UFC/mL™ e inoculacdo de 108
UFC/mL*. Dentro de cada grupo, houve uma subdivisdo mediante o tempo de
eutanasia, no qual 3 animais de cada grupo foram eutanasiados 24 horas apos

inoculacao e o restante 72 horas apos inoculagéo.

7.3.5. Protocolo experimental

30 ANIMAIS
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7.3.6. Preparo do inoculo bacteriano

Uma colénia da cepa 1410503 de Klebsiella pneumoniae foi cultivada
em 5 mL de meio Muller Hinton (MH) e incubada a 37°C a 240 rpm por 14
horas. Posteriormente o pré-indculo foi centrifugado a 5°C, 5000 rpm por 10
minutos, o sobrenadante de bactéria foi retirado e suspenso em 1 mL de

solucdo salina, obtendo assim o inoculo com concentracéo de 108 UFC/mL.

7.3.7. Técnica de inoculagéao

Para a inoculacdo, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal
(ketamina 75 mg.kg-1 e xilazina 7,5 mg.kg-1) e postos individualmente em uma
placa metalica com inclinacdo de 70°, onde foram fixados com auxilio de uma
liga plastica, pelos dentes superiores a superficie dessa, permitindo o acesso a
traqueia (Figura 1-A). Para a instilagdo endotraqueal tanto da solucédo salina
quanto do inoculo bacteriano (50ul) foi utilizado cateter venoso 22G (Figura 1-
B). Apés acesso oral a traqueia, foi procedido um teste de movimentacdo de
gota de soro fisiolégico, em uma seringa sem o émbolo, a fim de certificar-se

que o cateter estava realmente na traqueia (Figura 1-C).

Figura 1. Técnica de inoculacdo (A: Placa metalica com inclinacdo de 70°; B:
Cateter venoso dando acesso a traqueia; C: Teste do deslocamento de ar —
certificacdo de posicionamento traqueal do cateter).

Teste: gota a ser
deslocada pelo ar

Fonte: autoria propria.
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No controle negativo foram administrados 50ul de solugédo salina, e no
grupo de bloqueio de TNF-a seguido de infecgédo foi realizado o bloqueio do
receptor de TNF-a através da administragcao intraperitoneal do anticorpo numa
concentracdo visando neutralizacdo maxima de TNF (seguindo recomendacéo

do fabricante PetroTech) com 15 minutos de antecedéncia a inoculagédo
bacteriana.

7.3.8. Eutanasia e coleta das amostras

Os animais foram anestesiados e logo apds isso, por puncdo cardiaca
coletou-se o0 sangue por meio de seringa de 1 mL sendo, logo apds,
aliquotados em eppendorfs contendo heparina, os mesmos foram eutanasiados
por exsanguinacgao. A traqueia foi exposta apos limpeza da regido com alcool e
realizada a lavagem bronco alveolar utilizando 1 mL de solugéo salina estéril a
0,9 % (Figura 2-A).

Os pulmdes foram removidos assepticamente e ap0s sec¢do do lobo
inferior direito obtiveram destinacdes diferentes (Figura 2-B). A por¢cao lobar
seccionada foi destinada ao estudo histopatolégico e o restante
homogeneizado em 1 mL de solucdo salina estéril a 0,9 % com auxilio de

homogeneizador de tecidos (frequéncia de 20KHZ) e aliquotados (Figura 2-C).

Figura 2. Coleta das amostras (A: Realizacdo de lavagem broncoalveolar; B:
Seccdo dos lobos pulmonares; C: Homogeneizagao do tecido pulmonar).

N’

Fonte: autoria propria.
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7.3.9. Avaliacao bacteriolégica

A presenca de coldnias bacterianas foi avaliada nas amostras de
sangue, pulmdo (homogeneizado) e LBA. Para a contagem de col6nias um
volume de 10 pl das amostras foram plaqueados, em triplicata, em meio agar
MH, apdés a realizacdo de diluicbes seriadas 1:10 para analises
microbiolégicas. As placas ficaram incubadas a 37 °C por 24 horas para

determinacado das Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

7.3.10. Analise histopatolégica

Os lobos inferiores direitos foram fixados em formaldeido 10% e,
posteriormente, preparados de acordo com as técnicas de rotina para inclusao
em parafina. Cortes histolégicos foram realizados, corados (Hematoxilina e
Eosina) e levados para observacdo em microscopia de luz para avaliagao

qualitativa dos principais achados histopatoldgicos.

7.3.11. Anélise dos dados

A contagem de UFC nas amostras foram submetidas a testes para
determinacdo de diferencas significativas entre 0s grupos e posterior
comparacdo entre a presenca e quantidade de bactérias nas diferentes

amostras, por meio de teste de Tunkey e ANOVA.

Apbs dupla observagéo das laminas, as mesmas receberam uma anélise
descritiva da composicdo celular do tecido e do desenvolvimento da

pneumonia, sendo essa uma analise qualitativa.
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7.4. Resultados

O padrao de crescimento da cepa KP 1410503 foi determinado por meio
da realizacdo da curva de crescimento (Gréafico 1), onde, a partir da densidade
Otica, foi possivel determinar a concentracdo exata do inoculo bacteriano a ser

administrado nos camundongos.

Gréfico 1. Curva de crescimento para determinacao do tempo de crescimento
do inoculo e carga bacteriana.
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Fonte: autoria prépria

Através do experimento prévio de determinacdo da concentracdo do
inoculo foi possivel determinar que as concentracdes de 104 UFC/mL e 108
UFC/mL eram insuficientes para desenvolvimento de pneumonia, e a
concentragdo de 108 UFC/mL era 6tima para desenvolver pneumonia sem levar

a morte dos animais.

Sendo assim, a concentracdo de 10® UFC/mL?' administrada nos
camundongos foi capaz de produzir pneumonia nos grupos estudados, exceto
no grupo controle. Péde-se recuperar bactérias nas amostras de pulmao e LBA
dos grupos casos, mas ndo foram observados quadros de bacteremia em

ambos o0s grupos, indicando que o método de inoculagcdo produziu uma
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infeccdo primaria local. A contagem de UFC no LBA revela a colonizacédo

bacteriana localizada no trato respiratorio.

Observou-se diferengas macroscopicas nos pulmdes dos camundongos
dos grupos infeccdo e bloqueio, como, por exemplo hiperemia. Ja nos animais
do grupo controle, observou-se aspecto normal no tecido pulmonar como
também nenhuma contagem de UFC nas amostras de sangue, LBA e pulmao,

comprovando assim nenhuma contaminagéo do grupo controle.

Foram comprovadas diferencas estatisticamente significantes entre as
guantidades de UFCs, nas amostras de pulmdo e do LBA, entre 0s grupos,
tanto no tempo de 24 h, quanto de 72 h. Com teste de Tukey observou-se
diferenca entre os grupos: controle x infeccéo, controle e bloqueio e infeccao e
bloqueio (Tabela 1).

Gréfico 2. Contagem de UFCs no LBA dos grupos estudados.
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Fonte: autoria propria
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Tabela 1. Analise estatistica das contagens de UFCs dos grupos estudados.

Tempo de Varidvel Grupo Grupo Significancia
eutanasia dependente experimental experimental
Bactérias no Infeccéo Controle 0,000*
pulmé&o Blogueio TNF-a 0,042*
(LOG 10) Blogueio Controle 0,002*
24 horas TNF - a Infeccao 0,042*
Bactérias no Infeccéo Controle 0,000*
LBA Blogueio TNF-a 0,005*
(LOG 10) Blogueio Controle 0,264
TNF - a Infeccao 0,005*
Bactérias no Infeccéo Controle 0,007*
pulméo Blogueio TNF-a 0,521
(LOG 10) Blogueio Controle 0,026*
72 horas TNF - a Infeccéo 0,521*
Infeccéo Controle 0,000*
Bactérias no Bloqueio TNF-a 0,603
LBA Bloqueio Controle 0,000*
(LOG 10) TNF - a Infeccao 0,603

* A diferenca média é significativa ao nivel de confianga de 0,05 (Teste de
Tukey-ANOVA).

Os cortes histopatologicos dos pulmdes (Figura 3) dos grupos
inoculados mostraram presenca de infiltrado neutrofilico em alveolos
pulmonares, mas com maior intensidade inflamatéria (congestédo perivascular,

bronquiolite, hemorragia) no grupo infectado sem bloqueio de TNF-a.

No grupo controle observa-se uma arquitetura tecidual pulmonar normal,
sem presenca de sinais de inflamac&o o que deixa o0 grupo como parametro
para andlise das mudancas morfolégicas de células, alvéolos e vasos

sanguineos.

Nos grupos eutanasiados apos 72 horas de infecgdo, observou-se o
seguimento normal do padrdo inflamatério, porém com maior influxo de
macrofagos, sendo que nao foram observadas diferencas na arquitetura
tecidual entre os grupos infec¢céo e bloqueio de TNF-a, havendo diferenga entre

tais grupos somente nos animais eutanasiados apés 24 horas de infecgéo.
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Figura 3. Cortes histologicos dos pulmdes dos grupos estudados.
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Observacao histologica dos grupos com maior influxo de celular no grupo
blogueado, no tempo de 24h com predominancia de polimorfonucleares e de
mononucleares no tempo de 72h.

/

7.5. Discussao

Conforme estudos ja evidenciaram [2627.301 o modelo utilizado no

experimento de intubacéo traqueal, mostrou-se adequado na obtencdo de
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infeccdo pulmonar aguda priméria sem quadro de bacteremia, utilizando-se

uma concentracdo de 108 ufc/mL2.

A inoculacdo intranasal € vista como aquela mais utilizada para
administracdo de agentes infecciosos, entre outros 2%, porém a inoculacdo
endotraqueal mostrou-se mais efetiva ja que se diminuem os riscos de néo
conseguir instalar a infeccdo pelo fato das narinas dos animais serem

demasiadamente pequenas.

A padronizagdo da via, utilizando uma plataforma metalica com
inclinacdo de 70° para inoculacdo endotraqueal, revelou-se satisfatoria tendo
em vista a técnica de exposicao traqueal, eliminando um ato cirdrgico, bem
como garantiu a certeza de concentracdo e quantidade de inoculo a ser

instalado em comparag&o com a via aerossol e via intranasal respectivamente.

A recuperacao de bactérias no LBA e no macerado pulmonar evidencia
uma colonizagdo priméria do trato respiratorio superior e inferior, sendo essa
colonizacdo a causa da pneumonia, ja que o trato respiratorio inferior € estéril
[121. O LBA é utilizado para diagnostico 233 o uso dele é seguro e permite a
diferenciacdo dos microrganismos causadores de pneumonia jA que no
presente estudo foi possivel recuperar Klebsiella pneumoniae e fazer contagem
de UFC’s.

Yadav et al, em um estudo com modelo experimental murino publicado
em 2003 induziu pneumonia por via intranasal, inoculando-se 10* UFC/mL* da
cepa B5055, encontrando uma maior carga bacteriana com 72 horas de
infeccéo. Tal estudo contrapde os resultados aqui obtidos, pois a partir da cepa
KP 1410503, proveniente de isolado clinico, utilizando uma concentragdo de
108 UCF/mL™, isso se deve por diferencas no perfil de crescimento de cada
cepa. Porém, salienta-se a coeréncia com o estudo de Yadav et al, pois nos
grupos com tempo de infeccdo de 72 horas eram maiores as cargas

bacterianas.
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Conforme ja esperado em infeccdes por Klebsiella pneumoniae 18, o
bloqueio de TNF-a resultou em diminuicdo do influxo de neutréfilos e numa
menor extensao inflamatéria pulmonar, sobretudo na fase mais aguda. Como o
TNF-a ndo é uma citocina quimiotatica direta para polimorfonucleares, tal
reducdo deve ser ocasionada por uma subregulacdo na expressdao de
moléculas de adesado. Adicionalmente, ndo percebeu-se um numero reduzido
de bactérias no pulmdo e no LBA no grupo com TNF-a bloqueado, logo o

controle da infeccdo deve ter ocorrido por meio da imunidade inata.

Em estudo de 2004 de Machado et al. foi descrito sobre a importancia do
TNF-a na defesa contra bactérias. Sendo essa uma citocina pro-inflamatoria
produzida na fase aguda da infeccdo que, promove, por meio da acao no
hipotalamo, inibicdo do crescimento bacteriano através da febre. E também
responsavel pela expressdo de moléculas de adesado (seletina P e ICAM)
auxiliando a passagem de células do vaso para o tecido e também para
producdo de NO (6xido nitrico) para destruicdo das bactérias [34. Sendo isso
evidenciado pelo grupo de infecgdo sem bloqueio de TNF-a, onde o infiltrado

leucocitario foi maior.

O bloqueio do TNF-a diminuiu o numero de células do sistema imune no
tecido pulmonar, podendo isso ser um fator que leva, em modelos
experimentais, uma taxa de cura tecidual acelerada 9. Houve diferenca no
mecanismo da infeccdo ndo somente entre 0s grupos citados, mas também
entre os tempos de infeccdo em cada grupo. A auséncia do TNF-a foi
importante numa redugdo do processo inflamatério inicial, mas houve uma
equiparacao entre os grupos infectados com e sem bloqueio de TNF-a, no
tempo de 72h, nas caracteristicas do infiltrado cronico observado, indicando o

papel da imunidade inata na conducdo do processo.
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8.2. Normas da Revista Brasileira de Microbiologia (BJM)

Estrutura do artigo

Introducao

Indique os objetivos do trabalho e forneca um contexto adequado, evitando
uma pesquisa bibliografica detalhada ou um resumo dos resultados.
A Introducdo deve fornecer ao leitor informacoes suficientes para que os
resultados relatados no artigo possam ser devidamente avaliados sem
referéncia a literatura.No entanto, a introducao nao deve ser uma revisao
extensiva da literatura. A introducao também deve fornecer a justificativa e
os objetivos do estudo que esta sendo relatado.

Material e métodos
Forneca detalhes suficientes para permitir que o trabalho seja
reproduzido. Os métodos ja publicados devem ser indicados por uma
referéncia: somente modificacoes relevantes devem ser descritas.
Se um método publicado for modificado, tais modificagbes devem ser
descritas no documento. Fontes de reagentes, meios de cultura e
equipamentos (empresa, cidade, estado, pais) devem ser mencionados no
texto. Os nomes que sao marcas registradas devem ser assim indicados. O
subtitulo muitas vezes facilita a leitura e a compreensao dessa secao.

Resultados

Os resultados devem ser claros e CONCIisos.
A secao Resultados deve, por meio de texto, tabelas e / ou figuras, fornecer
os resultados dos experimentos, mas a interpretacao extensiva dos
resultados deve ser evitada, mas na secao Discussao.

Discussao
Isso deve explorar o significado dos resultados do trabalho, nao repeti-
los. Evite citagOes extensas e discussao de literatura publicada.

Apéndices

Se houver mais de um apéndice, eles devem ser identificados como A, B, etc.
Formulas e equacOes nos apéndices devem receber numeracao separada:
Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc .; em um apéndice subsequente, a Eq. (B.1) e assim
por diante.Similarmente para tabelas e figuras: Tabela A.1; Fig. A.1, etc.

Informacoes essenciais da pagina de titulo

« Titulo. Concise e informativo. Titulos s3o freqiientemente usados em
sistemas de recuperacao de informacgoes. Evite abreviacoes e formulas
sempre que possivel.
« Nomes e afiliacoes dos autores. Por favor, indique claramente o (s)
nome (s) e nome (s) de familia de cada autor e verifique se todos os nomes
estao escritos com precisao. Apresente os enderecos de afiliacao dos autores
(onde o trabalho real foi feito) abaixo dos nomes. Indique todas as afiliacoes
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com uma letra em sobrescrito mintiscula imediatamente ap6s o nome do
autor e em frente ao endereco apropriado. As afiliacoes dos autores devem
ser apresentadas em ordem hierarquica decrescente (por exemplo, Harvard
University, Harvard Business School, Boston, EUA) e devem ser escritas
como estabelecido em seu proprio idioma (por exemplo Université Paris-
Sorbonne; Universidade de Harvard, Universidade de Sao Paulo). endereco
postal completo de cada afiliacao, incluindo o nome do pais e, se disponivel,
o endereco de e-mail de cada autor.
« Autor correspondente. Indique claramente quem ira lidar com
correspondéncia em todas as fases de arbitragem e publicacao, também pos-
publicacdo. Assegure-se de que o endereco de e-mail seja fornecido
e que os detalhes de contato sejam mantidos atualizados pelo
autor correspondente.
» Endereco presente / permanente. Se um autor se mudou desde que o
trabalho descrito no artigo foi feito, ou estava em visita no momento, um
"endereco atual" (ou "endereco permanente") pode ser indicado como uma
nota de rodapé para o nome desse autor. O endereco no qual o autor
realmente fez o trabalho deve ser mantido como o endereco principal de
afiliacdo. Numeros arabes sobrescritos sao usados para tais notas de rodapé.

Resumo

Um resumo conciso e factual é necessario. O resumo deve indicar
brevemente o objetivo da pesquisa, os principais resultados e principais
conclusoes. Um resumo é frequentemente apresentado em separado do
artigo, por isso deve ser capaz de ficar sozinho. Por esta razao, as Referéncias
devem ser evitadas, mas se for essencial, entao cite o (s) autor (es) e o (s) ano
(s). Além disso, abreviagoes nao-padrao ou incomuns devem ser evitadas,
mas se essenciais devem ser definidas em sua primeira meng¢ao no préprio
resumo.

Abreviaturas

Defina abreviacoes que nao sao padrao neste campo em uma nota de rodapé
a ser colocada na primeira pagina do artigo. Tais abreviaturas que sao
inevitaveis no abstrato devem ser definidas em sua primeira mencao, assim
como na nota de rodapé. Assegure a consisténcia das abreviaturas ao longo
do artigo.

Agradecimentos

Agrupe os agradecimentos em uma se¢ao separada no final do artigo antes
das referéncias e, portanto, nao os inclua na pagina de titulo, como uma nota
de rodapé no titulo ou de outra forma. Liste aqui as pessoas que forneceram
ajuda durante a pesquisa (por exemplo, fornecendo ajuda no idioma,
escrevendo ajuda ou revisando o artigo, etc.).



