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RESUMO

Objetivos: 0 principal objetivo deste trabalho foi avaliar o papel dos
corticosterdides em um modelo experimental de infec¢do. A hipotese era
que, se tais drogas sdo capazes de inibir a produgado e/ou efeito de diversos
mediadores da sepse, elas poderiam exercer um efeito benéfico, contanto
que sua administracao fosse feita antes da liberacdo macica de produtos da
parede bacteriana (ocasionada, dentre outros fatores, por antibidticos),
produtos estes encarados como responsaveis pela sensibilizacdo do
hospedeiro, cuja resposta descontrolada parece ser a principal causa de
morte em individuos infectados. Para alcangar este objetivo, o corticosterdide
(metilprednisolona) foi aplicado intraperitonealmente apds a indugdo da
infecgdo bacteriana (intraperitoneal) mas previamente aos antibidticos, de
forma que os mencionados produtos de sensibilizagao presumivelmente néo
alcancassem quantidades importantes na circulagdo antes do blogueio da
resposta do hospedeiro, “exercido pelos corticosterdides. Um segundo
objetivo foi avaliar semelhangas e diferengas no comportamento de infecgbes
por germes gram-negativos e gram-positivos, face aos mesmos tratamentos.

Material e Método: Para realizar este estudo, 720 camundongos
Carawarth Farm-1 foram divididos em trés grupos principais de acordo com a
bactéria em uso, a saber Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ou
Staphylococcus aureus. Cada um dos trés_ grupos foi por sua vez subdividido
de maneira a que se formassem seis subgrupos, cada qual com 40
camundongos. De acordo com os procedimentos executados, os subgrupos

foram os seguintes: 1) apenas o antibiético (teicoplanina ou amicacina, na

X



dependéncia da bactéria) ; 2) apenas metilprednisolona; 3) apenas a
bactéria; 4) bactéria seguida pelo antibiético; 5) bactéria seguida pela
metilprednisoiona e posteriormente pelo antibidtico; 6) bactéria seguida pelo
antibidtico e posteriormente pelo corticosteréide. Um subgrupo suplementar
de 40 camundongos, comum a todos os grupos, teve a fungao de controle do
diluente das drogas utilizadas, de forma que o numero total de camundongos
tenha sido 760.

Resultados: Em todos os trés grupos, a mortalidade no subgrupo
controle de infecgdo foi bastante expressiva e significativamente maior que
nos subgrupos tratados, demonstrando assim a gravidade da infecgdo. O uso
de antibioticos isoladamente (sem corticosterdide) foi efetivo em reduzir esta
mortalidade nos trés grupos (p < 0,001), de maneira que no grupo E. coli esta
tenha sido reduzida de 100% (subgrupo controle de infec§éo) para 55%; no
grupo K. pneumoniae, de 100% para 72,5%, e no grupo S. aureus de 82,5%
para 42,5%. Quando se administrou o corticosterdide previamente ao
antibidtico, a redugdo nas cifras de mortalidade revelou-se ainda mais
expressiva nos dois grupos de bactérias gram-negativas (mortalidade de
20% no grupo E. coli e de 45% no grupo K. pneumoniae; p < 0,01 em ambos
os casos, quando comparados com o subgrupo em que se utilizou apenas
antibiotico), mas nao houve reducdo estatisticamente significativa na
mortalidade no grupo S. aureus quando se compararam os efeitos do
antibiético isoladamente aos efeitos do antibidtico associado ao
corticosteroide.

Quando o corticosterdide foi aplicado apds a primeira dose do

antibiético, ndo houve vantagem com relagéo aos grupos de bactérias gram-

XI



negativas na comparacdao com o0 uso de antibiético isoladamente (p=0,2488
para o grupo E.coli e 0,215 para o grupo K.pneumoniae), € houve aumento
da mortalidade no grupo S.aureus se comparado ao subgrupo que recebeu
antibidtico isoladamente (p<0,001), com os resultados tornando-se
equivalentes aos do grupo controle de infecgéo(p=0,2877).

Conclusdes: Estes resultados permitiram concluir que 1) o uso de
corticosterdide precoce e previamente ao antibiético foi atil na infecgdo grave
experimental por E. coli e K. pneumoniae, mas nao apresentou vahtagem no
caso de infeccdo grave experimental por S. aureus;, 2) o uso de
corticosterdide apds o inicio do tratamento com antibiotico ndo foi benéfico
no caso dos bacilos gram-negativos utilizados, e piorou a evolugdo no caso

de S.aureus.
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ABSTRACT

Objectives: The main purpose of this study was to evaluate the role of
corticosteroids in an experimental model of infection. The hypothesis was
that if such substances are capable of inhibiting the production and/or the
effect of several mediators of sepsis, they might exert a beneficial effect,
provided that their administration was performed before massive releasing of
bacterial cell wall products (released, among other factors, by antibiotics).
Such products are thought to be responsible for sensibilization of the host,
whose unrestricted response appears to be the major cause of death in
infected individuals. To achieve that goal,'corticosteroid (methylprednisolone)
was given after induction of bacterial challenge (intraperitoneally), but before
antibiotics, so that the mentioned sensibilization products presumably had not
reached harmful amounts into the circulation until the host response was
inhibited by corticosteroids action. Another objective of this study was to
compare responses of Gram-positive and Gram-negative microorganisms
face the same treatment.

Material and Methods: To accomplish this study 720 Carawarth
Farm-1 mice were divided in three main groups: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae and Staphylococcus aureus groups. Each one of the three main
groups was further subdivided in order to constitute 6 subgroups, each
subgroup composed by 40 mice. According to the procedures applied,
subgroups were as follows: 1) only antibiotics (amikacin or teicoplanin,

depending on which bacteria were aimed); 2) only methylprednisolone; 3)
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only bacteria (control of infection); 4) bacteria followed by antibiotic; 5)
bacteria followed by methylprednisolone and then by antibiotic; 6) bacteria
followed by antibiotic and then by methylprednisolone. Another subgroup of
40 mice, common to all groups, was used as a control of the diluent solution
of drugs employed, so that the total number of mice was 760.

Resuits: In all three groups, mortality in the subgroup 3 (control of
infection) was very impressive and significantly greater than in the other
subgroups, thus showing the severity of the infection. Antibiotics used alone
(without methylprednisolone) were effective in reducing this mortality in all
three groups (p < 0,001): in the E. coli group it was reduced from 100 %
(found in the subgroub “control of infection”) to 55 %; in the K. pneumoniae
group, from 100% to 72,5%; and in the S. aureus group, from 82,5% to
42,5%. When corticosteroid was given previously to the antibiotic, reduction
on mortality rates was even more expressive in the two groups of Gram-
negative bacteria (mortality of 20% in the E. coli group and 45% in the K.
pneumoniae group; p<0,01 in both cases when compared to the previous
subgroup), but no statistically significant reduction in mortality was found in
the S. aureus group when the effects of antibiotic alone were compared to
the effects of antibiotic associated to corticosteroid.

Nevertheless, when methylprednisolone was given after the first dose
of antibiotic there was no significant benefit in the Gram-negative groups
compared to antibiotics alone (p=0,2488 in the E.coli group and 0,215 in the
K. pneumohiae group).

Conclusions: These results enabled us to conclude that

methylprednisolone was useful on this experimental model of severe infection
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caused by E. coli and K. pneumoniae, provided that it was given before
antibiotics. However, there was no significant effect against S. aureus. Given
after antibiotics, methylprednisolone did not show any significant benefit in

treating Gram-negative bacteria, and it was even harmful in S.aureus model.
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Corticosterodides e Infec¢do

1 INTRODUGAO

“It's our response to their presence
that makes the disease. Our arsenals
for fighting off bacteria are so
powerful, and involve so many
different defense mechanisms, that
we are in more danger from them
than from the invaders. We live in the
midst of explosive devices; we are

mined. ”
Lewis Thomas, Lives of a Cell, 1974

Desde a aurora dos seus tempos a humanidade vem travando
um combate desigual contra os microbios. Porquanto a analise supeh‘icial
classificados como inferiores, os microorganismos precederam nossa
espécie em milhdes de anos e possivelmente sobreviverdo a ela, reiterando
a lugubre expressao de Pasteur: “Seront les microbes qui auront les derniers
mots” (Os microbios € que falar&o por ultimo).

Apenas neste século a Medicina foi abastecida com um arsenal
realmente eficaz contra as infecgbes. Mas ainda assim, contrariamente a
euforia que os primeiros antimicrobiénos criaram, o curso dos anos mostrou
que as bactérias nao sédo seres incapazes de defesa, e com o advento da
resisténcia bacteriana, antibidticos cada vez mais elaborados tiveram que
ser sintetizados, na esperanga de finalmente dominar nossos agressores
invisiveis. As promessas que acompanham cada nova droga, porém, tém-se
seguido as decepgles, e os germes que combatemos continuam a desafiar
impavidamente o intelecto humano. E bem verdade que hoje o campo de

batalha esta mais restrito, pois as infecgdes comunitarias parecem, via
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de regra, sob controle. Em todo caso, nossos hospitais encerram no dia-a-
dia inumeros testemunhos da impoténcia da Medicina em combater as
infecgdes de maior gravidade, frequentemente arroladas sob o termo “sepse”
ou “septicemia’, de definicdo bastante incerta *.

A preocupacdo com estas infeccdes mais graves levou os
pesquisadores a considera-las com uma atengdo particular, e dos
progressos a que as pesquisas conduziram neste campo, possivelmente o
mais significativo foi o reconhecimento de um processo de auto-agresséo
exercido pelo organismo hospedeiro, decorrente da presengca do germe
agressor (06, 48, 57, 71).

Com efeito, nas ultimas duas décadas mais e mais evidéncias
bioquimicas vém sendo acumuladas, a testemunhar a participagdo de um
sem-numero de substancias na sepse, arroladas no coletivo “cascata
séptica’, que, se nao controladas, ulteriormente acarretam a evolugao
habitualmente fatidica para a disfungdo de multiplos 6rgaos e sistemas (14,

38).

* Neste trabalho foi optado por se utilizar preferencialmente o termo “infecgdo grave” ao invés de
“sepse”, a0 menos quando se fizer mengao de infecgdo em modelo experimental, em virtude da falta
de critérios irrefutaveis e universalmente aceitos para a defini¢do de sepse. Mesmo a definicdo mais
difundida no momento parece subestimar o termo, aceitando infecgdes banais como “sepse” (10),
cuja conotogd@o nos trabalhos prévios costumava ser de um processo sempre grave; além disso, a
citada definigdo ndo se enderega ao modelo experimental, mas unicamente ao humano, de forma que
o termo “infecgdo grave” foi preferido, por apresentar significado imediato. Em varias passagens,
porém, o termo sepse e seus derivados sdo inevitavelmente requeridos em virtude de expressdes
bastante arraigadas no meio médico. Partindo-se do pressuposto que desejaremos sempre nos
referir a infecgdes graves, quer usando um ou outro termo, acreditamos que tais casos n&o trairéc os
propésitos do trabalho. Saliente-se também que o termo inglés “sepsis” foi traduzido neste trabalho

para o portugués “sepse” por questdes de fidelidade ao idioma.
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Diversas citocinas pro-inflamatérias participam da referida
cascata, dentre as quais o chamado “Fator de Necrose Tumoral Alfa”"(FNT-a)
parece ser a mais precoce, e cuja presenga acarretara o detonar de uma
reacdo de ativagdo em cadeia dos demais inimeros mediadores, culminando
com as disfungdes metabdlicas, hemostaticas e hemodinamicas derradeiras
do choque séptico (25). Embora o lipopolissacarideo dos bacilos gram-
negativos seja 0 mais potente estimulo para a produgéo do FNT-qa, este fator
é também produzido face a infecgbes por gram-positivos, virus, fungos e
protozoarios (06, 68). No caso dos gram-negativos (melhor estudados na
literatura que os demais), a produgdo e secrecdo do FNT é condicionada
pela apresentacao, ao receptor CD 14 dos macréfagos, do lipopolissacarideo
previamente ligado a uma proteina especifica, dita “proteina ligante do
lipopolissacarideo” (59, 79). Desta apresentacdo depende também a sintese
de outra importante citocina pro-inflamatoéria ainda bastante precoce na
cascata, a interleucina 1 (IL-1) (74).

Com base no que foi dito j& se afirmou que “ndés estamos
minados”, numa referéncia a que em verdade ndo sdo os microoganismos
agressores em si, mas sim a reagdo de defesa exagerada do préprio
hospedeiro que condicionarda o desfecho indesejado da sepse. Uma
evidéncia desta premissa esta no fato de que o uso de antimicrobianos
apropriados, ainda que eliminando os microorganismos despertadores do
processo séptico, frequentemente serd insuficiente para prevenir a piora e a

morte do hospedeiro (77).
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A realidade quanto a estas ultimas drogas face a um quadro
infeccioso grave ja instalado pode ser ainda mais cruel: determina¢ées dos
niveis de endotoxinas no sangue em infecgdes experimentais € humanas por
BGN demonstraram um grande aumento das mesmas apdés o uso de
antibiéticos (19, 61, 62) permitindo presumir que a rotura dos involucros
bacterianos (induzida pelos antimicrobianos) esta associada a liberagéo de
seus fatores sensibilizantes, tendo por consequéncia o desencadeamento de
uma resposta irrefreada por parte do hospedeiro.

Neste ponto cumpre interrogar se o uso de drogas capazes de
induzir inibicdo desta resposta do hospedeiro ao agente infeccioso néo
poderia impedir o desenlace fatal da sepse. Dentre estas substancias,
podem ser arrolados os corticosterdides, cujos efeitos se mostram
antagonicos a diversas fases do processo séptico.

Da associagdo das idéias supra-expostas, originam-se 0s

objetivos da presente tese.
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2 OBJETIVOS

1) Determinar se o uso de corticosterdide (metilprednisolona),
precoce e previamente a administragao de antibidticos, € capaz de propiciar
uma reducdo na mortalidade provocada por infeccdo grave em modelo

experimental .

2) Determinar se a resposta de germes gram-positivos €

coincidente com aquela dos germes gram-negativos face as mesmas drogas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Os ultimos anos tém sido proficuos em brindar a Medicina com
informagdes inestimaveis acerca da fisiopatologia da sepse e da constituicdo
molecular das bactérias. Com efeito, os conhecimentos decorrentes de tais
progressos permitiram estabelecer que na verdade nao &€ o microorganismo
infectante em si, mas sim a resposta desenfreada do hospedeiro, que
provoca a morbidade e a morte nos casos mal-sucedidos, as quais advém de
um processo incontido e generalizado de inflamagao (66). Para maior

concisdo da analise desta tese, convém uma revisao sucinta do assunto.

3.1 FATORES BACTERIANOS DE AGRESSAO AO HOSPEDEIRO

Sabendo—sé que 0s microorganismos agressores Nao provocam
a morte do hospedeiro pela sua simples presenga, mas sim que
desencadeiam neste uma reagao de auto-agressao que pode culminar com
faléncia de multiplos érgdos e morte, torna-se importante identificar nos
microorganismos quais s&o os fatores de sua constituicdo capazes de
sensibilizar o hospédeiro a ponto de induzir tal resposta. Neste trabalho,
ocupar-nos-emos de bactérias gram-negativas (BGN), e bactérias gram-
positivas (CGP), e por este motivo descreveremos sucintamente seus fatores
de sensibilizagao.

A parede celular € um elemento essencial para a sobrevivéncia
bacteriana, pois é gracas a ela que a bactéria é protegida contra a rotura
apesar das enormes diferengas de osmolaridade entre o seu interior € 0

meio externo (02). Admite-se que os principais fatores de sensibilizagao
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bacterianos encontrem-se justamente entre os componentes desta camada
do envoltorio destes microorganismos; adicionalmente, com maior relevancia
no que tange aos CGP, também devem ser citadas as exotoxinas.

Elemento fundamental da constituicdo da parede celular de
praticamente todas as bactérias, e com base no qual estas séo classificadas,
é a camada de peptidoglicanos. E esta camada que concede as bactérias
resisténcia contra os referidos gradientes osméticos, sendo completamente
diferente na sua disposicdo quando se comparam CGP a BGN:

3.1.1 PAREDE CELULAR DOS BACILOS GRAM-NEGATIVOS(BGN) (40)

Tomando-se como exemplo as enterobactérias - as mais
representativas desta categoria, e que serao utilizadas nesta tese - sabe-se
que a sua parede celular se compbe de }duas camadas externamente
apostas a membrana citoplasmatica. Dentre estas, a mais interna é
constituida por uma camada extremamente fina de peptidoglicanos, muito
menos rigida que a dos CGP. Circundando-a, coloca-se a camada mais
superficial, dita membrana externa, que no caso das BGN € de significancia
patogenética muito maior que a camada precedente. E na membrana externa
que se aloja o principal fator de sensibilizagdo ao hospedeiro das BGN, ou
seja, o lipopolissacarideo (LPS), frequentemente referido também como
endotoxina. Pela sua localizagcdo depreende-se que a endotoxina ndo é um
elemento citoplasmatico, em que pese a denominagao, o termo foi
originalmente aplicado com o objetivo de diferencia-la das exotoxinas, que,
contrariamente a ela, sdo passiveis de secre¢do para o meio externo.
Dando-se preferéncia ao termo lipopolissacarideo (LPS), evita-se qualquer

ma-interpretacao.
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O LPS é uma toxina altamente termo-estavel, composta por trés
subunidades, a saber uma cadeia polissacaridica superficial dita “antigeno
O” (responsavel pela variabilidade antigénica das BGN), uma ponte também
polissacaridica de localizagdo intermediaria e, finalmente, totalmente
inserido na membrana externa, o fosfolipide “lipidio A”, o componente
verdadeiramente responsavel pela sensibilizagdo do hospedeiro (figura 1).

Figura 1

ESTRUTURA DO LIPOPOLISSACARH)EO

LIPIDIO A

antigeno O
parede [
celular

' eixo polissacaride

Devido ao fato de o lipidio A encontrar-se oculto na membrana
externa da parede celular, os seus efeitos toxicos s séo observados em
situacdes que ensejem a rotura desta, ou seja, durante lise bacteriana (57),
ou durante os processos de crescimento e multiplicagéo bacterianos, em que

o LPS também é liberado para a circulagéo (25).
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3.1.2 PAREDE CELULAR DOS COCOS GRAM-POSITIVOS (CGP) (09)

A parede celular dos CGP € de constituicdo bem mais simples
que a das BGN: ao invés de duas, compde-se apenas de uma camada, e 0
papel dos peptidoglicanos é aqui muito mais importante. De fato, estas
moléculas se organizam para formar subcamadas, originando uma estrutura
20 a 80 vezes mais espessa (02) que a respectiva camada de
peptidoglicanos das BGN, e que no caso dos CGP atua por si s6 como um
fator sensibilizante ao hospedeiro.

Outros componentes da parede celular destas bactérias séo os
acidos teicoicos, que atuam como antigenos de superficie capazés de se
ligar a receptores especificos em células de mamiferos (40), e, como os
peptidoglicanos, capazes de ativar a resposta imunoldgica do hospedeiro.
3.1.3. EXOTOXINAS

Embora a endotoxina (LPS) seja exclusividade das BGN, as
exotoxinas sdo encontradas tanto em BGN quanto em CGP. Entre as
bactérias que mais comumente provocam infecgbes graves a nivel clinico
(enterobactérias, estafilococos), contudo, séo as exotoxinas dos CGP que
exercem papel fisiopatogénico mais importante. No que se refere a S.
aureus, também utilizado neste trabalho, este germe é capaz de produzir
diversas exotoxinas, como hemolisinas (o, B, 8, y), leucocidina, e os
chamados superantigenos (classe especial de toxinas caracterizadas por
provocar ativagdo de um numero muito maior de linfocitos T do que o
habitualmente induzido por outros antigenos), como as enterotoxinas

estafilococicas e a toxina da sindrome do choque toxico (57, 75).
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3.2 A CASCATA SEPTICA

A presenga de microorganismos Invasores no organismo
hospedeiro desencadeia uma reagao relativamente estereotipada de defesa,
com o intuito de elimina-los. Em casos mais graves, porém, a resposta do
organismo infectado se torna exageradamente intensa, e a consequéncia
disto sera ndo s6 o ataque aos agressores como também a auto-agresao aos
seus tecidos, provocada pela interagao de uma pléiade de fatores humorais
num processo adequadamente denominado “cascata séptica’. Em dultima
analise sera esta reacao descontrolada, e ndo os microorganismos em si, a
responsavel pela evolugdo para faléncia de multiplos 6rgdos e morte,
consequéncias das infecgdes mais graves. Os eventos que compdem este
processo serdo sucintamente descritos a seguir.

Considerando-se que os mecanismos de agressao das BGN
estdo consideravelmente melhor explicados que os dos CGP, tomaremos por
exemplo as infecgdes. por aquele tipo de bactérias nesta descricdo. Admite-
se porém que os demais microorganismos induzem uma reagao a rigor
idéntica por parte do organismo agredido, embora as interagdes iniciais com
o hospedeiro ndo estejam ainda tdo detalhadas como no caso das BGN.

Conforme previamente afirmado, no caso das BGN o LPS foi
identificado como o seu respectivo fator de sensibilizagdo: a injecdo desta
substancia em voluntarios ou animais induz um quadro clinico idéntico
aquele propiciado por uma infec¢@o por aquele tipo de bactérias (08, 52, 68).
Durante um processo infeccioso, o organismo agredido entra em contato com

o LPS nédo sé no local de infeccdo em si, mas também sistemicamente
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devido ao envio para a corrente sanguinea, de fragmentos de membranas
bacterianas carreando LPS, liberados por ocasido do crescimento e
multiplicac@o bacterianos. Caso esta invasao sanguinea se torne maciga, a
probabilidade de evolugdo para resposta exagerada de defesa por parte do
organismo agredido se torna muito maior. Este fendmeno ocorre néo s6 nas
infecgbes descontroladas, como também com o uso de antibidticos em
infecgbes graves, os quais, ao provocar lise bacteriana macica, liberam
subitamente uma quantidade muito grande de endotoxina (19, 61, 62). A
observacdo de piora temporaria ou permanente de quadros infecciosos
graves com a administracdo de antimicrobianos remonta aos primérdios da
antibioticoterapia, bem antes do surgimento das atuais explicagées. Tal fato
levou HOPKIN, talvez num exagero, a questionar a premissa tradicional da
antibioticoterapia, "frappez fort” (numa aluséo a que as infecgbes devam ser
agressivamente tratadas), e interrogar se o melhor caminho n&o seria
“frapper doucement”. Por esta razao postula-se neste trabalho que o uso de
drogas inibidoras da resposta imune do hospedeiro (no caso,
corticosterdides), previamente ao uso de antimicrobianos, seria bastante
sensato.

Uma vez estabelecido o contato inicial entre as céluias de
defesa e a endotoxina, inicia-se a produgdo e secregdo de citocinas pro-
inflamatoérias pelos macréfagos (13, 70). Dentre estas citocinas, a mais
precocemente produzida & o fator de necrose tumoral (FNT) ** cuja

liberagdo induzira a sintese de diversas outras citocinas (69, 74).

**O Fator de Necrose Tumoral e o horménio caquexina correspondem a mesma substancia (07), o que justifica o
exagerado emagrecimento observado em pacientes sépticos, secundario principalmente a inibigao, por este horménio, do
catabolismo lipidico, obrigando assim ao consumo preferencial de proteinas, como as proteinas musculares. Tem sido
observado que o FNT exerce efeitos deletérios a fungdo de diversos 6rgdos como coraglo; pulmdes, sistema nervoso
central, figado, intestino, rins e aparelho musculo-esquelético (66).

11
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Também muito precoce é a interleucina-1 (IL-1), que em
conjunto com o0 FNT é capaz de reproduzir inteiramente o quadro clinico de
sepse em humanos e animais (48). As citocinas pro-inflamatérias (FNT, IL-1,
IL-6, IL-8 dentre as mais significativas ) (15, 69) interagem de forma a
constituir um ciclo vicioso no seu proprio processo de indugdo, sintese e
liberagdo. Embora estas substancias sejam essenciais para a constituicdo de
uma resposta de defesa adequada (17, 31), ndo havendo um controle efetivo
de sua produgdo elas provocardo um estado de auto-agressdao ao
hospedeiro, originando numa fase posterior os sinais e sintomas do choque
séptico. Paralelamente, porém, também é induzida a sintese de citocinas
anti-inflamatoérias, como 1L-4, IL-10 e IL-13; do equilibrio de forgas entre os
membros pré e anti-inflamatérios destas substancias parece depender o
desenlace da infecgéo (18, 73). Esta etapa pode ainda ser considerada
precoce, visto que as citocinas iniciais (FNT e IL-1) é que devem despertar
todas as demais reagdes que diretamente agredi-réo o hospedeiro (vide a
seguir)(15, 69).

Finalmente, numa fase mais avangada, a reagao em cadeia ja
se encontra bem mais amplificada; as citocinas previamente liberadas
desencadeiam a ativagdo das cascatas intrinseca e extrinseca da
coagulagao, ativagdo do sistema fibrinolitico, ativagdo do complemento,
geracdo de opidides enddgenos, sintese de produtos da fosfolipase A2
incluindo fator de ativa§éo plaquetaria, leucotrienos e prostaglandinas,
ativagao do sistema das cininas, ativagéo de neutréfilos e células endoteliais,
geracéo de radicais livres de oxigénio, ativagdo da sintetase de 6xido nitrico

e inducdo de hormdnios de stress. Devido a agdo destas substancias o
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hospedeiro é entéo direta e difusamente atingido, justificando-se desta forma
a instalagao posterior de disfungao de multiplos 6rgaos (49, 71).

Percebe-se entdo que a chamada “cascata séptica” se constitui
num leque a cada momento mais aberto de fendbmenos bioldgicos, cada qual
induzindo e re-induzindo outros, num ciclo vicioso cujo unico fim é
frequentemente a morte.

Embora até o momento a Medicina nao tenha coletado mais do
que decepgbes nesta area, a melhora da nossa compreensdo de tais
eventos acende a esperanga de que consigamos finalmente dominar o
problema. Com efeito, por mais que as drogas testadas até o momento
tenham reiteradamente falhado na pratica clinica, a légica do seu uso parece

em muitos casos irrefutavel. Por esta razao, revisaremos brevemente

algumas das estratégias atualmente em voga, e em seguida abordaremos 0s

corticosterdides, motivo deste trabalho.
3.3 ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO PARA A SEPSE

Para as varias fases da cascata séptica, existem no campo
experimental diversas drogas potencialmente uteis, boa parte das quais
introduzidas por avangos nas areas de imundlogia e bioengenharia, que
ensejaram a sintese de diversos antagonistas e anticorpos dirigidos contra
varios mediadores da sepse (65). No tocante a fase inicial, em que o LPS é
liberado na circulag@o, podem ser arrolados os anticorpos anti - LPS (20, 44)
- evidenteménte ativos apenas contra germes gram-negativos (77) - e 0s
anticorpos anti - receptor macrofagico CD 14, bem como uma proteina
humana bactericida com a capacidade de se ligar ao lipidio A impedindo-o

de sensibilizar o macréfago (25). Todas estas substancias teriam por
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proposta impedir a subsequiente ativagdo do macréfago, desta forma
abortando precocemente a reacao inflamatéria do hospedeiro.

Outras substancias tém sido propostas para fases mais
avancadas: assim, durante o processo de sintese e secre¢ao de citocinas,
como a formagao do RNA mensageiro do FNT é dependente de niveis néo
elevados de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) intracelular, drogas que
elevam tais niveis poderiam reduzir a sintese de FNT. Com este mecanismo
de agéo destacam-se a amrinona e a pentoxifilina (bloqueio transcricional da
ativacao do gen do FNT) (26, 58, 67, 81).

Outras terapias foram delineadas para o bloqueio da agdo de
citocinas apds a sua sintese e liberagdo, ou seja, teoricamente ainda em
tempo de se evitar o desencadeamento da etapa mais expandida e
detrimental do processo. Considerando-se que o FNT e a IL-1 sdo as
citocinas mais precocemente liberadas, terapias visando inibir o efeito destas
substancias tém merecido maior atengcdo. No caso do FNT, listem-se os
anticorpos monoclonais contra FNT (16, 23, 32) e os receptores sinteticos
soluveis de FNT (substancias de ocorréncia natural, mas recentemente
sintetizados por tecnologia de DNA recombinante, que reproduzem
parcialmente os receptores teciduais de FNT, e capazes de se ligar
fortemente a este, mas evidentemente incapazes de ocasionar resposta,
visto que nado estao ligadas aos tecidos)(69, 70). Concernente a IL-1, 0 mais
significativo avango vem sendo uma substancia também de ocorréncia
natural, o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra). Trata-se de uma molécula

que compete pela IL-1 com o receptor verdadeiro, mas incapaz de induzir
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efeito, funcionando portanto como um modulador natural para a cascata. (18,
22, 28).

Mesmo sendo de agdo mais tardia no processo, outras drogas
também tém sido testadas. Deve ser mencionado o ibuprofeno, droga
recentemente aventada para uso na sepse (68, 82). Sua aplicagdo esta
embasada em que, havendo nas infecgdes graves resposta inflamatéria
severa, o uso de um anti-inflamatério capaz de inibir a ciclo-oxigenase, e por
conseguinte a formacdo de prostaglandinas e leucotrienos, seria bastante
coerente. A diversas outras substancias vem sendo atribuida atengdo como
potenciais promessas, como por exemplo a antitrombina (47, 72) e outros
inibidores da coagulagdo (24), o fator estimulador de colénia dos
granulocitos (21,50), as catecolaminas (74), algumas prostaglandinas, como
a PGl; (prostaciclina)(53), dentre outras drogas (03, 45). Recentemente tem-
se langado mao inclusive de técnicas dialiticas, visando a retirada de
citocinas e diversos outros mediadores da circulagao (27).

Todavia a logica leva a pensar que, quanto mais tardiamente na
cascata séptica atuar uma determinada terapia, menos provavel sera a
reversao do processo, visto que o tratamento de etapas mais avangadas
deveria abordar simultaneamente um numero muito maior de mediadores do
que nas fases mais precoces. Alguns autores consideram que a solugao
seria a associagdo de multiplas modalidades terapéuticas (49), pois
exatamente devido as caracteristicas do processo séptico, drogas que atuam
apenas em uma ou outra etapa deste, teriam menor possibilidade de

sucesso.
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Nesta logica inserem-se os corticosterdides, visto que o0s
mecanismos de agdo destes horménios |lhes conferem a propriedade de
atuar simultaneamente em diversos momentos da cadeia de eventos da
sepse. De acordo com este raciocinio, estas drogas poderiam atuar ja nos
primérdios da infecgdo, devido a sua conhecida capacidade de inibigdo da
ativacdo macrofagica (78), o que significa atuagdo em um nivel ainda mais
proximal da cadeia do que os préprios anticorpos anti-LPS.

Adicionalmente estes hormdnios podem também inibir a sintese
de FNT, mediante bloqueio da ativagdo transcricional e pés-transcricional
(traducional) do RNAm do FNT, de efeito bastante superior as drogas que
atuam unicamente sobre a sua transcrigdo (supra-citadas) (05, 08, 30), e
além disso também afetam adversamente a produgao de IL-1 (12, 18).

Ademais, como potentes inibidores da fosfolipase A2, e por
conseguinte a isso bloqueadores da liberagdo de acido araquidonico dos
fosfolipides das membranas celulares do hospedeiro, os corticosteroides
previnem a produgado de leucotrienos e prostaglandinas, bem como do fator
de ativagdo plaquetario (46), apresentando assim uma ag¢ao ainda mais
marcante que 0s demais anti-inflamatorios, agindo destarte também em
etapas mais tardias da sepse, quando inibem ainda a sintese de proteinas
de fase aguda pelo figado (55). Finalmente, a sua conhecida interferéncia
sobre a fungé@o dos neutréfilos acarreta redugédo da liberagdo de enzimas
lisossomais e de radicais livres de oxigénio (63).

Paralelamente as vantagens tedricas mencionadas, outras
propriedades destes horménios sdo bastante providenciais nos quadros

sépticos, quais sejam a estabilizagcdo da resposta vascular aos
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vasoconstritores (78)(a qual freqientemente € perdida em tais quadros e
parece ser importante fator determinante de mortalidade), e a diminui¢cdo da
suscetibilidade das células endoteliais a agcdo dos radicais livres de oxigénio
(minimizando-se assim o vazamento de fluidos através do endotélio) (63).

O uso de corticosterdides na sepse ndo se constitui em tema

novo. Ja nos anos 50 a ldgica de se abordar esta entidade morbida mediante

uso de tais drogas parecia racional, partindo-se do pressuposto que toda
infeccdo enseja inflamacgao, e que o efeito das referidas substancias se faz
em parte gracas a potente inibicdo da reacgao inflamatéria. Na realidade a
utilizacdo de corticosterdides ja foi sustentada como benéfica em certas
infecgées humanas especificas, especialmente na febre tiféide, em que o
emprego de dexametasona é fortemente advogado por HOFFMANN (34),
assim como em pneumonia por Pneumocystis carinii em aidéticos e
meningites infantis (46).

Nos Uultimos anos, contudo, devido a estudos fracassados
referentes ao uso de corticosteroides em outras formas de infec¢des graves
em seres humanos, estas medicagbes foram praticamente banidas de
pesquisas nesta area, tendo-se voltado as atengbes para as drogas
anteriormente mencionadas, cuja utilidade, porém, permanece fortemente
interrogada (15, 20, 77) e cujos custos vém obrigando a comunidade
cientifica a repensar os melhores caminhos de pesquisa (01, 49).

O estudo de SCHUMER nos anos 70 tornou-se muito polémico
e acendeu fortes esperangas de que a abordagem da sepse humana tornar-
se-ia muito mais efetiva com o uso dos cortiéosteréides, do que naquele

tempo até mesmo o FDA se convenceu, a ponto de liberar estas substancias
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para uso na sepse (FDA: Food and Drug Administration, érgdo americano
oficial encarregado da liberagdo de produtos farmacéuticos para a pratica
médica)(46). Com efeito, este autor relatou cifras de mortalidade
marcantemente menores nos pacientes que receberam metilprednisolona ou
dexametasona associadas a antibiodticos, do que no grupo controle.
Infelizmente, porém, tais resultados ndo foram repetidos ém estudos
posteriores (11, 33, 64), o que desde entdo praticamente aboliu a idéia de
corticosterbides na sepse. Todavia é importante salientar que nenhum
destes autores se preocupou em informar a relacdo temporal entre a
administragdo dos antibidticos e aquela dos corticosterdides, uma
informagao importante, que face aos conhecimentos da época ndo parecia
tao significativa. O unico dado concernente a isto encontrado nos quatro
trabalhos citados foi 0 “uso precoce” das ultimas drogas, sem contudo
mencionar a referida relagdo temporal entre as mesmas e os antibioticos.
Este € um dado que pode tornar-sé relevante, se for considerado que os
antibioticos induzem um subito aumento de LPS no sangue, fator
desencadeante da cascata séptica, a qual teoricamente poderia ser evitada
se, previamente ao uso de antibiGticos, os macréfagos pudessem ser inibidos
pelos corticosterdides.

Em estudos experimentais, porém, os corticosteréides
determinavam, reiteradamente, diminui¢do significativa da mortalidade em
infecgbes por BGN (as infecgbes experimentais por germes gram-positivos,
também abordados no presente trabalho, ndo se deu atencdo naquele

tempo), dando origem a varios trabalhos (29, 32, 36, 42, 52). No entanto, a
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ma-experiéncia com seres humanos tornou ildgica a continuagdo das
pesquisas mesmo nesta esfera.

Posteriormente, apenas, foram determinadas as agbes dos
glicocorticdides com maior precisdo a nivel bioquimico e biomolecular, e
também apenas posteriormente foram melhor elucidadas as diversas
reagoes ehtre invasor e hospedeiro envolvidas na sepse, conforme
sucintamente se
explicou acima. Portanto, a infformagédo de que uma vez que a sintese e
liberacdo de FNT e demais citocinas transcenda os controles fisioldgicos, a
sepse foge ao controle clinico, & relativamente nova, e posterior aos
conhecimentos de entdo. Também é relativamente recente a informagéo de
que a liberagao de FNT se inicia em poucos minutos apds o contato com o
LPS, e o pico sérico de FNT é obtido em um minimo intervalo de tempo (07).
Apesar da falta de tais informagdes, GREISMAN observou em estudo
experimental que os efeitos benéficos dos corticosterdides se faziam sentir
quando estas medicacbes eram aplicadas precocemente e antes dos
antimicrobianos. Porém este autor nao se preocupou em controlar o estudo
com um grupo de animais recebendo o corticosterdide apenas apds o
antimicrobiano ter sido iniciado.

Em abrangentes revisdes sobre o tema, SJOLIN em 1991, e
NEUGEBAUER no mesmo ano, colocaram em duvida se os estudos que
contra-indicaram os corticosterdides na sepse humana teriam seguido a
metodologia mais apropriada, e opinavam que a possibilidade de um “erro f*
(incapacidade de se demonstrar um efeito que na realidade existe) em tais

estudos seria consideravel. Mais recentemente (39) uma meta-analise de
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'diversas publicagdes prévias referentes ao mesmo tema concluiu que o
choque séptico nao parece ser beneficiado por estas drogas, embora fosse
identificavel um efeito positivo em quadros de septicemia por BGN. Por mais
que a critica tecida por estes autores se concentrasse em consideragdes
estatisticas e metodologicas bastante interessantes, a questdo do uso do
corticosterdide previamente ao antimicrobiano novamente deixou de ser
abordada.

Imagina-se atualmente que, uma vez estimulados os
macréfagos de forma maciga, pouco se pode fazer para efetivamente impedir
o irromper da cascata séptica. Também se considera que a abordagem do
problema talvez deva considerar simultaneamente os diversos passos do
processo, mesmo que langcando-se mdo de diversas terapias de forma
conjunta, visto que o processo séptico se constitui numa rede bastante
intrincada e redundante de fendmenos bioquimicos, que estao
constantemente se auto-induzindo.

De acordo com o que se comentou acima, a agdo dos
corticosterdides se faz ao longo de todas as fases da sepse. Porém, é de se
ponderar que 0 seu uso muito tempo apods o antibidtico, com consequente
morte bacteriana em larga escala e por conseguinte liberagdo macica de
LPS, teria todas as probabilidades de fracassar, dada a produgéo e liberagao
quase imediatas de FNT apdés a entrada do LPS (ou outro fator
sensibilizante, caso ndo se trate de BGN) na circulagéao.

Postula-se na presente tese, que o uso de corticosterdides
precocemente, e previamente ao antibiético num ambiente de infecgao grave

experimental, por BGN e CGP, poderia determinar redug@o da mortalidade.
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4 MATERIAL E METODO

4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo foi realizado nas dependéncias do laboratorio de
Microbiologia Experimental da Faculdade Evangélica de Medicina do
Parana. Foram utilizados camundongos (Mus musculus), suigos-albinos, nao
consanguineos, linhagem CF1 (Carawarth Farm 1), provenientes do Biotério
do Instituto de Tecnologia do Parana.

Para dar cumprimento aos objetivos, os animais foram divididos
em grupos, conforme a cepa de bactéria a ser inoculada, e ainda em
subgrupos conforme o tratamento experimental com antibidticos e/ou
corticosterdides, bem como os controles (quadro 1).

Evidentemente, os subgrupos mais importantes para o estudo
sdo os quatro ultimos (os que foram experimentalmente infectados), sendo
os demais apenas controles das drogas ou do diluente, ndo tendo recebido
inoculo bacteriano. Dentre 0s quatro ultimos, um subgrupo se destinou ao
controle da infecgao bacteriana induzida, nao recebendo portanto qualquer
tratamento, e prestando-se desta forma como base para comparag&o com os
resultados obtidos em cada um dos subgrupos infectados e tratados. Estes
consistiram em trés, a saber: um primeiro, em que se embregou 0
“tratamento habitual’, ou seja, o antibidtico isoladamente; um segundo, em
que foram aplicados antibiotico e corticosterdide, nesta ordem; e um terceiro,
em que esta ordem foi invertida, sendo o corticosterdide aplicado

previamente ao antibiético.
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Quadro 1 : Demonstrativo da organizagdo do protocolo experimental

GRUPOS DE BACTERIAS

Staphylococcus
aureus*

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli

subdividido em :

¢ 40 camundongos que

receberam apenas o
antibidtico via .M.
(subgrupo controle do
antibidtico);

¢ 40 camundongos que
receberam apenas
corticosterdide via |.P.

(subgrupo controle do
corticosterdide);

¢ 40 camundongos que
receberam apenas o
indbculo de  bactérias.
(subgrupo controle de
infecgao);

¢ 40 camundongos que
receberam o indculo de
bactérias e 2 horas apos, a
primeira dose do
antibiético;

¢ 40 camundongos que

rececberam 0  indculo
bacteriano, duas horas
apos receberam a
primeira dose do

antibidtico, e 4 horas apds
receberam a dose dnica
de corticosteroide;

¢ 40 camundongos que
foram inoculados com a
suspensdo de bactéria; 1
hora apds, receberam a
dose do corticosterdide; e
2,5 horas apds o inoculo
bacteriano, foram
submetidos & primeira
dose do antibiético;

subdividido em :

¢ 40 camundongos que

receberam apenas o
antibiotico via .M.
(subgrupo controle do
antibiético);

¢ 40 camundongos que
receberam apenas
corticosterdide via |.P.
(subgrupo controle do
corticosterdide);

¢ 40 camundongos que

receberam apenas o
indculo de  bactérias.
(subgrupo controle de
infecgao);

¢ 40 camundongos que
receberam o indcuio de
bactérias e 2 horas apos, a
primeira dose do
antibiotico;

¢ 40 camundongos que

receberam o  in6culo
bacteriano, duas horas
apos receberam a
primeira dose do

antibiotico, e 4 horas apés
receberam a dose Unica
de corticosterodide;

¢ 40 camundongos que
foram inoculados com a
suspensdo de bactéria; 1
hora apos, receberam a
dose do corticosterdide; e
2,5 horas apds o inoculo
bacteriano, foram
submetidos a primeira
dose do antibiotico;

subdividido em :

¢ 40 camundongos que

receberam  apenas o
antibidtico via i.M.
(subgrupo controle do
antibidtico);

¢ 40 camundongos que
receberam apenas
corticosterdide via LP.
(subgrupo controle do
corticosteréide);

¢ 40 camundongos que

receberam apenas o
inéculo de  bactérias.
(subgrupo controle de
infecgéo);

¢ 40 camundongos que
receberam o inoculo de
bactérias e 2 horas apds, a
primeira dose do
antibidtico;

¢ 40 camundongos que

receberam 0  indculo
bacteriano, duas horas
apos receberam a
primeira dose do

antibiotico, e 4 horas apds
receberam a dose Unica
de corticosteroide;

¢ 40 camundongos que
foram inocujados com a
suspensdo de bactéria; 1
hora apos, receberam a
dose do corticosterdide; e
2,5 horas apos o indculo
bacteriano, foram
submetidos a primeira
dose do antibiético;

¢ um subgrupo extra, composto por 40 camundongos, foi considerado comum a todos os
trés grupos, e prestava-se ao controle da solugdo de diluente utilizada

Total de animais: 760 camundongos™*

.M. intra-muscular |.P.: intra-peritoneal
* A cepa utilizada ndo era produtora de éntero-toxinas (S.aureus ndo enterotoxigénico).
= O numero total de camundongos foi 760 e nao 840, porque na realidade o diluente
utilizado no subgrupo extra “controle do diluente” foi 0 mesmo para os trés grupos, de

forma que foram utilizados apenas 40 (e ndo 120) camundongos para esta finalidade.
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Para serem obtidos resultados comparaveis estatisticamente,
os grupos foram organizados de forma a conter 0 mesmo numero de animais,
os quais foram definidoé para correlacionar a agao da corticoterapia na
peritonite experimental antes ou ap6s o inicio do antimicrobiano. Os demais
subgrupos foram controles da agdo das drogas utilizadas e da via de
inoculagéo.

4.2 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram empregados 760 camundongos machos, com 45 dias de
vida, pesando entre 18 a 22g. Foram distribuidos em grupos de 10 e
colocados em caixas de polipropileno, previamente desinfetadas, contendo
sepilho esterilizado, sendo-lhes fornecidas agua e ragéo (Nuvital®) especifica
para a espécie, ad libitum. Os animais assim distribuidos foram mantidos em
ambiente climatizado (18-22°C), com ciclos de luz e escuro a cada 12 horas.
As caixas eram trocadas a cada 48 horas, com sepilho novo e bebedouros
com agua fresca, conforme ROMERO e FUENZALIDA (56).

4.3 PREPARO DOS INOCULOS BACTERIANOS

Foram selecionados espécimes de Klebsiella pneumoniae da
colegdo mantida pelo laboratério de Microbiologia da Faculdade Evangélica
de Medicina do Parana, oriundas de casos clinicos, e de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus , da colegdo mantida pelo laboratério de
Microbiologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
(ATCC numeros 25922 e 25923, respectivamente), todos com pefﬁl de
sensibilidade a antibiéticos compativel com os objetivos do estudo, a saber

sensiveis a amicacina (E.coli e K. pneumoniae) e teicoplanina (S.aureus).
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As cepas foram ressuspendidas em Caldo Caseina Soja
(BIOBRAS®), incubadas por 48 horas a 35°C, e entdo submetidas aos

controles, conforme esquema a seguir (figura 2):

Figura 2 : preparo dos indculos bacterianos

| Coloracdo de Gram |

| Gram-positivos |
{
e Prova da Catalase
e Prova da Coagulase

{

¢ Repique para caldo
Caseina Soja e
incubagdo por 24
horas a 35°C

1

e Centrifugagéo a
2.000xg em centrifuga
Beckman J2-21.

o Desprezava-se o
sobrenadante e
ressuspendia-se 0
sedimento em Solugao
Salina Fisioldgica
(0,85% m/v)
esterilizada.

4

o Estandardizag&o da
suspensao pela
escala de MacFarland

)

i

Gram-negativos |

* Repique para o meio
de Holt-Harris-Teague
(BIOBRAS®) e
incubados por 24
horas a 35°C.
¢ Selecdo de colbnias.
¢ Provas Bioquimicas
conforme o meio de
Pessoa e Silva. (51)

e Repique para caldo
Caseina Soja e
incubacéo por 24
horas a 35°C

\

e Centrifugacéo a
2.000xg em centrifuga
Beckman J2-21.

e Desprezava-se 0
sobrenadante e
ressuspendia-se 0
sedimento em Solugdo
Salina Fisiologica
(0,85% m/v)
esterilizada.

\

Estandardizagao da
suspensao pela escala
de MacFarland em 10°

em 10° bactérias/ml bactérias/ml
(04)
J ¥
inoculagé@o imediata por inoculacéo imediata por
vial.P via |l.P
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Apds os procedimentos de inoculagdo, amostras dos inoculos
foram submetidas a contagem de UFC/ml em Agar Caseina Soja
(BIOBRAS®), pelo método de diluicdes e contagem em placas (37). As
amostras eram diluidas em diluigdes decimais (1/10, 1/100, 1/1000 e
1/10.000), semeava-se 0,1 ml de cada diluigdo em placa de Petri e
homogeneizava-sé com aica de Drigalsky. Incubava-se a 35°C por 24
horas contava-se as coldnias crescidas e transformava-se o resultado em
UFC/ml (43).

4.4. INOCULAGAO DOS CAMUNDONGOS

Para a inoculacdo das suspensdes bacterianas, foram
utilizadas seringas de 10ml com agulha 13x4, 5mm, descartaveis. Os animais
eram empunhados pela regido dorsal e era exposta a sua regido abdominal,
a seguir eram inoculados no quadrante inferior esquerdo com 1 ml da
suspensado de bactérias; procedia-se da mesma forma para a inoculacdo do
corticosteroide. Para a aplicagdo dos antibidticos, via .M., foram utilizadas
~seringas de 1ml tipo tuberculina, com agulhas 13x4, Smm, no membro
posterior esquerdo.

4.5. ACOMPANHAMENTO

Para o acompanhamento da evolugdo do experimento,

formulou-se um protocolo para as leituras diarias e contagem de animais por

caixa, conforme o0 modelo a seguir (figura 3):
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Figura 3: Protocolo de acompanhamento do experimento

Grupo:
Subgrupo:
Leituras

Periodo | Vivos Mortos
12°h
24° h
36°h
48°h
60° h
72°h
84° h
96" h
5°dia
6°dia
7°dia
8%ia
9°dia
10°dia
final

Note-se que nos primeiros quatro dias as observagdes eram feitas a cada 12 horas.

4.6. PREPARO E  APLICAGAO DAS SOLUGOES
MEDICAMENTOSAS
Para este estudo foram selecionados os antibidticos
teicoplanina (Targocid®), para o experimento com S.aureus, e amicacina
(Novamin®), para os experimentos com E.coli e K.pneumoniae, de acordo
com indicacgdes da literatura médica referentes aquelas drogas (54, 80). Para
ambos os antibidticos, a sensibilidade das bactérias empregadas no
experimento foi previamente confirmada in vitro. O antibiético teicoplanina foi
preparado de acordo com as indicagbes do fabricante: ao pd presente no

frasco-ampola foi adicionada a solugédo solvente especifica, e o conjunto era
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homogeneizado com cuidado para se evitar a formagao de bolhas. A seguir
acrescentava-se solugdo salina isotonica a 0,85% aquele preparado, de
forma a facilitar a administragéo do produto aos camundongos. Na sequéncia
procedia-se a aplicagéo da droga aos aﬁimais dos subgrupos que deveriam
recebé-la, na dose de ataque de 6mg/kg e na dose de manutencdo de
6mg/kg/dia, dividida em duas doses de 3mg/kg em volumes de 0,1ml, via
I.M., a cada 12 horas. O antibidtico foi utilizado durante os quatro primeiros
dias do experimento e entdo suspenso.
O antibidtico amicacina foi preparado da seguinte forma: ao conteudo
das ampolas do produto foi acrescentada solugado salina isotdnica a 0,85%,
de forma a facilitar a administragdo do produto aos animais. Na sequéncia
procedia-se a aplicagdo da droga aos camundongos dos subgrupos que
deveriam recebé-la, na dose de 15mg/kg/dia, dividida em duas doses de
7,5mg/kg em volumes de 0,1ml, via .M., a cada 12 horas. O antibiético foi
utilizado durante os quatro primeiros dias do experimento e entao suspenso.
O corticosterdide eleito para este estudo foi a metilprednisolona
(Solu-medrol®). Para o seu preparo, o conteudo dos frascos-ampola era
homogeneizado com o solvente especifico do fabricante, e a seguir o
produto era diluido com solugdo salina isoténica a 0,85%, a fim de facilitar a
administragdo da droga aos animais. O medicamento foi aplicado em dose
unica de 30mg/kg, no volume de 0,2ml, via |.P., aos camundongos que

deveriam recebé-lo.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA
A técnica utilizada para analise foi o teste Z para comparacgao
de duas proporgdes entre amostras independentes, visando obtencdo do
“valor p” (probabilidade de significancia). Neste estudo aceitou-se valor p <
0,05 como necessario para a rejeicdo da hipdtese nula e consequente

aceitacao de significancia entre as diferencas testadas.
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS COM BACILOS GRAM-
NEGATIVOS |

Os quadros de sobrevivéncia n” 2 e 3 abaixo resumem os
resultados referentes aos procedimentos com as bactérias Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae, respectivamente. Os subgrupos-controle de
antibidtico, corticosterdide e diluente, apresentaram mortalidades nulas. Em
todos os subgrupos, o numero inicial de unidades experimentais foi o
mesmo, a saber, quarenta. Nas primeiras 12 horas de observacdo, a
mortalidade em todos os subgfupos foi nula.

Quédro 2: sobrevivéncia no grupo E. coli

29

CAMUNDONGOS SOBREVIVENTES (n inicial = 40 em todos 0s subgrupos)

dia 01 { dia 02 | dia 03 | dia 04 | dia 05 | dia 06 | dia 07 | dia 08 | dia 09 | dia 10| final

tempo |12(24(36]|48(60(72|84)96| 120 144 168 192 216 240

{horas) ‘

ctr.dil 140/40|40|40[40|40|40{40| 40 40 40 40 40 40 40
ctr.a |40]40[/40;40/40140i40]40] 40 40 40 40 40 40 40
ctr.c |40(40]/40(40{40|40|40]|40| 40 40 40 40 40 40 40
b 40(35(28i16( 010 (0} 0 0 0 0 0 0 0 00
b+a [40(|28]|26|26{18|18|18[18| 18 18 18 18 18 18 18
b+a+c [40(30(21121|17]15]15{15| 15 15 15 15 15 15 15
b+c+a |40{36(32(32132|32(32(32! 32 32 32 32 32 32 32

b = indculo bacteriano; ¢ = corticosterdide; a = antibitico; ctr. ¢ = controle do corticosteréide; ctr.
a = controle do antibiético; ctr. dil = controle do diluente; a ordem das letras a, b e ¢ corresponde a
ordem que o indculo bacteriano e as medicagdes foram aplicados.

No que tange ao experimento com E. coli, observamos que
apos o terceiro dia de experimentagéo nao houve alteragdo ulterior nas taxas
de mortalidade de nenhum dos subgrupos, indicando que a suspensao do

antibidtico apds o quarto dia ndo influenciou os numeros finais. Observamos
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também que a mortalidade final no subgrupo nao tratado (controle de
infecgao) foi de 100%.

Quando se utilizou antibiético isoladamente (amicacina
15mg/kgf/dia durante 4 dias), tal mortalidade decaiu, restando 18
sobreviventes (mortalidade de 55%, e o valor p desta diferenga entre o
subgrupo controle de infecgéo e o0 subgrupo tratado apenas com amicacina
resultou menor que 0,00001). O uso do corticosterdide associado a
amicacina, e administrado previamente a ela, reduziu ainda mais a
mortalidade, sobrevivendo neste grupo 32 dos 40 camundongos iniciais
(mortalidade de 20%), sendo esta diferenca entre os subgrupos “amicacina
isoladamente” e "amicacina seguida por metilprednisolona” significativa do
ponto de vista estatistico (p<0,001). Por outro lado, quando o corticosterdide
foi administrado apds o antibidtico, o resultado final foi bastante inferior ao
seu uvso antes do antibiético (p<0,001), e ndo houve diferenga estatistica
quando comparado ao resultado do grupo em que se utilizou apenas
amicacina (p=0,2488).

Estes resultados sdo melhor ilustrados na figura a seguir:
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Figura 4: Numero final de sobreviventes no grupo E.coli nos 4 subgrupos
infectados experimentalmente (nUmeros absolutos)

mb
Mmb+a
Ob+a+c
Ob+c+a

sobreviventes

Ecoli

subgrupos

Observar a grande diferenca de mortalidade entre os trés subgrupos tratados
(b+a, bt+at+c, b+ct+a) e o subgrupo controle de infeccéo (b) (p<0,00001),
havendo mortalidade completa neste ultimo. A diferenga entre os subgrupos
tratados com amicacina e amicacina precedendo o corticosteréide nao
resultou significativa (p=0,2488). Ja a comparagdo entre qualquer destes
dois ultimos subgrupos e o subgrupo abordado com amicacina apds o
corticosterdide aponta diferenca significativa em favor deste (p<0,001).

b = in6éculo bacteriano; ¢ = corticosterdide; a = antibidtico; a ordem das
letras a, b e ¢ corresponde a ordem em que o inéculo bacteriano e as
medicagdes foram aplicados.

Cumpre também chamar a ateng&o para o fato curioso registrado na
observacéo feita & 24* hora do experimento (figura 5): naquele momento, o
grupo tratado unicamente com antibiético apresentava mortalidade maior do
que o grupo ndo tratado (p<0,05), achado aparentemente paradoxal e que

merecera nova consideragao sob o item “discussao”.
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Figura 5: Mortalidades em fungéo do tempo nos subgrupos controle de
infecg@o e antibioticoterapia isolada, do grupo E.coli.

100% - |
80% |
[}
® 60% |
z
7
£ 40% |
E
20% |
0% ; —=b
inicio 24h final |~ b+a
tempo
Observar a menor mortalidade, a 24® hora, no subgrupo sem tratamento em
comparagdo com aquele em que o antibiético foi empregado isoladamente
(p<0,03).
b = in6culo bacteriano; ¢ = corticosterdide; a = antibibtico; a ordem das letras
a, b e c corresponde a ordem em que o inéculo bacteriano e as medicagdes
foram aplicados.

A analise do quadro 3, abaixo, referente ao experimento com
Klebsiella pneumoniae, permite-nos observar resultados similares, embora
um tanto mais marcantes:

Quadro 3: sobrevivéncia no grupo Klebsiella pneumoniae
CAMUNDONGOS SOBREVIVENTES (n inicial = 40 em todos os subgrupos)
dia 01 | dia 02 | dia 03 | dia 04 | dia 05 | dia 06 | dia 07 | dia 08 | dia 09 | dia 10 | final
tempo [12(24(36(48(60(72(84|96| 120 | 144 | 168 | 192 | 216 | 240
(horas)
ctr.dil*
ctr.a |40/40]/40]/40]/40(40(40[40( 40 40 40 40 40 40 40
ctr.c |40]/40]/40]/40]|40/40/40[40[ 40 40 40 40 40 40 40
b 40({38{21{09{0fjo0fo0j0]| 0O 0 0 0 0 0 00
b+a [40[25[18[11[11[11[11[11] 11 11 1" 11 11 1 1
b+a+c [40(30(23|21|21(10(08 (08| 08 08 08 08 08 08 08
b+c+a |40(31]/26]|22|22(22|22(22| 22 22 22 22 22 22 22

* : em todos os trés grupos usou - se o0 mesmo diluente, de forma que o controle deste € o mesmo
para todos.

b = in6culo bacteriano; ¢ = corticosterdide; a = antibiético; ctr. ¢ = controle do corticosteréide; ctr.
a = controle do antibiético; ctr. dil = controle do diluente; a ordem das letras a, b e ¢ corresponde a
ordem que o indculo bacteriano e as medicagées foram aplicados.
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Como se vé, a mortalidade provocada por este germe mostrou-
se um tanto mais acentuada do que aquela ensejada por E.- coli (da
comparagao entre subgrupos “corticosterdide preéedendo o antibidtico”,
p<0,01; da comparagdo entre subgrupos “antibidtico precedendo o
corticosteroide”, p<0,05; ja para o subgrupo “antibiético isoladamente” esta
diferenca de mortalidade ocasionada por E.coli e K.pneumoniae nao resultou
significativa (p=0,051). No subgrupo controle de infecgdo, a mortalidade final
observada foi igualmente de 100%. Quando a infecgéo foi abordada com o
antimicrobiano, esta mortalidade decaiu para 72,5% (valor p desta diferenga
<0,001). Também neste experimento verifica-se um efeito protetor adicional
exercido pelo corticosterdide, em cujo subgrupo a mortalidade revelou-se
significativamente menor do que no subgrupo em que o antibidtico foi
utilizado isoladamente (mortalidade de 45%, correspondendo esta diferenga
a um valor p<0,01). Por outro lado, quando o corticosterdide foi administrado
apés o antibiético, o resultado final foi bastante inferior ao seu uso antes do
antibidtico (p<0,01), e ndo houve diferenga estatistica quando comparado ao
resultado do grupo em que se utilizou apenas amicacina (p=0,215).

Estes resultados sdo melhor ilustrados na proxima figura.
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Figura 6: Numero final de sobreviventes no grupo K.pneumoniae nos 4
subgrupos infectados experimentalmente (nimeros absolutos)

mb
mb+a

O b+a+c
Ob+c+a

sobreviventes

Klebsiella

subgrupos

Observar a grande diferenga de mortalidade entre os trés subgrupos tratados
(b+a, btatc, b+c+a) e o subgrupo controle de infecgdo (b) (p<0,001),
havendo mortalidade completa neste ultimo. A diferenga entre os subgrupos
tratados com amicacina € amicacina precedendo o corticosterdide nao
resultou significativa (p=0,215). Ja a comparagéo entre qualquer destes dois
ultimos subgrupos e o subgrupo abordado com amicacina apds o
corticosterdide aponta diferenca significativa em favor deste (p<0,01).

b = in6culo bacteriano; ¢ = corticosterdéide; a = antibidtico; a ordem das
letras a, b e ¢ corresponde a ordem em que o indculo bacteriano e as
medicagdes foram aplicados.
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Também aqui se evidencia o fendmeno de maior mortalidade
inicial nas primeiras 24 horas de observagdo no grupo tratado isoladamente
com antibidtico (37,5%), do que no grupo n&o tratado (5%) (p<0,001)
(figura 7).

Figura 7: Mortalidades em fungdo do tempo nos subgrupos controle de
infecg&o e antibioticoterapia isolada, do grupo K.pneumoniae.

100% -

80% -+

60% +

40% |

mortalidade

20% +

0% , —=b
inicio 24 h final |=#=b+a

tempo

Note-se a menor mortalidade, & 24 hora, no subgrupo sem tratamento em comparagio com
aquele em que o antibidtico foi empregado isoladamente (p<0,05).

b = in6culo bacteriano; a = antibidtico; a ordem das letras a e b corresponde a ordem em
que o in6culo bacteriano e o antimicrobiano foram aplicados.

Conforme o que ocorrera com o grupo E. coli, a mortalidade
apds o terceiro dia ndo mais se alterou, de forma que a suspensdo do
antibiético apods o quarto dia ndo possa ter afetado os resultados finais.

5. 2 RESULTADOS DO EXPERIMENTO COM COCO GRAM-POSITIVO

O quadro de sobrevivéncia 4, a seguir, reproduz os resultados
do experimento com Staphylococcus aureus. Também neste caso, como se
pode observar, as mortalidades dos grupos-controle de antibiético, diluente e
corticoide, revelaram-se nulas. Nas primeiras 12 horas de observagao, a

mortalidade em todos os subgrupos era igualmente nula.
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Quadro 4: sobrevivéncia no grupo S. aureus

CAMUNDONGOS SOBREVIVENTES (n inicial = 40 em todos os subgrupos)

, dia01 | dia02 | dia03 | dia04 | dia05 | dia06 | dia07 | dia08 | dia09 | dia10 final
tempo [12(24/36|48|60{72!84|96] 120 144 168 192 | 216 | 240
(horas)
ctr.dif* :
ctr.a [(40(40/40/40{40(40(40(40( 40 40 40 40 40 40 40
ctr.c  140(40(40(40(40(40/40|40] 40 40 40 40 40 40 40

b 40115070707 |07|07]07| 07 07 07 07 07 07 07

b+a 140128)|23(23{23{23]23(23| 23 23 23 23 23 23 23
btatc 140(12]09/09(09/09{09|09]| 09 09 09 09 09 09 09
btcta 140(32{27(27|27(27|27{27| 27 27 27 27 27 27 27

* :em todos os trés grupos usou-se 0 mesmo diluente, de forma que o controle deste é valido
para todos.
b = indculo bacteriano; ¢ = corticosterdide; a = antibiético; ctr. ¢ = controle do
corticosterdide; ctr. a = controle do antibidtico; ctr. dil = controle do diluente; a ordem das
letras a, b e ¢ corresponde a ordem que o indculo bacteriano e as medicagdes foram
aplicados.

Da apreciagédo do quadro acima pode-se constatar diferencas
relevantes com relagdo aos resultados dos estudos com germes gram-
negativos:
¢ a comparagado entre os subgrupos “tratado com antibidtico isoladamente” e
“ndo tratado”, a 24° hora de experimentagdo, mostra que a mortalidade foi
maior no segundo subgrupo (30% contra 62,5% no sub'grupo tratado;
p<0,001), ou seja, exatamente o oposto do ocorrido com E. coli e K.
pneumoniae (figura 8).

¢ embora quando se considera o subgrupo “controle de infeccdo” a
mortalidade final no grupo S. aureus tenha sido menor que nos grupos de
BGN, a mortalidade inicial neste mesmo subgrupo foi considéravelmente

maior com S. aureus do que com E. coli ou K. pneumoniae (p<0,0001).
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¢ a diferenca de mortalidade entre os subgrupos “tratado com antibiético
isoladamente” (42,5%) e “tratado com corticosteréide previamente ao
antibiético” (32,5%) foi bastante menor do que se observou nos
experimentos com germes gram-negativos, e a analise estatistica nao
evidenciou significancia no fenémeno (p = 0,1792).

¢ no subgrupo em que se abordou a infecgdo com o antibidtico sendo
iniciado antes do corticosterdide, a mortalidade foi maior do que nos
subgrupos em que se usou antibiético isoladamente ou antibiético apds o
corticosteréide (p<0,0001), resultado também bastante diverso do

evidenciado com BGN.

Figura 8: Mortalidades em fungdo do tempo nos subgrupos controle de
infeccdo e antibioticoterapia isolada, do grupo S.aureus.
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Observar a maior mortalidade, a 24* hora, no subgrupo sem tratamento em
comparagdo com aquele em que o antibiético foi empregado isoladamente
(p<0,05), diferentemente do que se se verificara com os BGN.

b = inéculo bacteriano; a = antibiético; a ordem das letras a e b corresponde
a ordem em que o indculo bacteriano e o antimicrobiano foram aplicados.
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¢ a mortalidade nas primeiras 24 horas no subgrupo tratado com o
antibiético precedendo o corticosteréide foi a mais expressiVa de
todas, e estatisticamente equivalente & do grupo controle de infeccao
(valor p desta comparagao = 00,2388, mostrando ndo haver diferenga
estatistica).

¢ também a mortalidade final entre estes dois subgrupos foi equivalente
(valor p desta comparagao = 0,28774, mostrando nao haver diferenga

estatistica).

Pode-se observar que no subgrupo néao tratado (controle de
infeccdo) a mortalidade foi bastante expressiva (82,5%), de forma que
embora 7 unidades experimentais tenham sobrevivido, evidencia-se mesmo
assim a severidade da infecgdo, sendo também que tal mortalidade resultou
muito maipr que nos subgrupos “b + @’ e “b + ¢ + a" (p<0,00001). Constata-
se ainda que a mortalidade ndao mais se alterou a partir do segundo dia de
observagdo em nenhum dos subgrupos, depreendendo-se que a suspensao
do antibiético ap6s o quarto dia ndo afetou os resuitados. A figura a seguir
ilustra os principais resuitados obtidos, referentes ao numero final de

sobreviventes:
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Figura 9: Numero final de sobreviventes no grupo S.aureus nos 4 subgrupos
infectados experimentalmente (nimeros absolutos)
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Observar que os subgrupos tratados com antibidtico isoladamente e
corticosterdide precedendo o antibidtico apresentaram numero de
sobreviventes significativamente maior que os outros dois subgrupos
(p<0,0001), porém nao demostraram diferenga estatistica entre si
(p=0,1792). Os subgrupos “controle de infeccdo” e “tratado com antibiético
precedendo o corticosterdide” também se mostraram estatisticamente
equivalentes (p=0,28774).

b = indéculo bacteriano; ¢ = corticosterdide; a = antibiético; a ordem das letras
a, b e c corresponde a ordem em que o in6culo bacteriano e as medicac¢des
foram aplicados.
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A figura abaixo resume os principais resultados referentes & sobrevida

final, observados nos trés grupos de bactérias:

Figura 10: Sumario dos efeitos dos diversos tratamentos nos subgrupos
infectados dos trés grupos de bactérias (nimeros absolutos)
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Perceba-se a marcante diferenca de comportamento entre o grupo S.aureus
e os grupos dos BGN: no primeiro caso o tratamento com corticosteroide
previamente ao antibiético ndo mostrou vantagem quando comparado com o
uso do antibidtico isoladamente. No caso dos BGN, aquele tratamento foi
nitidamente superior ao antibiético isolado. Note-se ainda que, quando feito
apés o antimicrobiano, o corticosterdide tornou-se deletério no grupo
S.aureus, ao passo que nos grupos de BGN esta mudancga acarretou apenas
equiparacao de efeitos (do ponto de vista estatistico) com o subgrupo de
tratamento exclusivo com antibiéticos.

b = inéculo bacteriano; ¢ = corticosteroide; a = antibiético; a ordem das letras
a, b e c corresponde a ordem em que o inéculo bacteriano e as medicacdes
foram aplicados.
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6 DISCUSSAO

6.1 MATERIAL E METODO

Como se pode depreender da metodologia aqui adotada,
decidiu-se dividir o estudo em dois tépicos principais, ou seja, a pesquisa
dos efeitos dos corticosterdides em infecgbes graves por germes gram-
negativos e gram-positivos. O grupo dos bacilos gram-negativos (BGN) foi
subdividido em um grupo para E. coli e um segundo para K. pneumoniae. A
intengdo que estimulou o uso de trés germes diferentes no estudo foi a
possibilidade de maior generalizagédo, pelo menos no campo do empirismo,
dos eventuais resultados obtidos, as demais BGN e CGP, imaginando-se
que os trés germes abordados sejam prototipos bastante representativos dos
mais significativos mecanismos de interagdo entre bactéria e hospedeiro na
pratica clinica, ou seja, BGN encapsuladas ou ndo, e CGP, das quais as
septicemias por S. aureus sdo as mais comuns e de mais dificil abordagem
(09).

A subdivisao dos trés grupos (S.aureus, E.coli e K.pneumoniae)
em seis subgrupds e o acréscimo de um subgrupo controle do diluente
permitiu que o estudo fosse auto-controlado em todos os seus principais
aspectos. S6 nao se instituiu um subgrupo tratado isoladamente com
corticosterdide, porque a literatura informa que tal pratica s6 seria logica
para a abordagem de choque endotoxico, carecendo de efeito na infecgéo

bacteriana grave (52), visto que tal droga ndo € antimicrobiana. Justamente
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pela efetividade dos corticosterdides no choque endotoxico, entendemos
como importante excluir
que o inbculo bacteriano contivesse uma quantidade expressiva de
endotoxina pré-formada (proveniente do crescimento e multiplicacao
bacterianos, como explicado na revisdo da literatura)(29), pois do contrario
poderia ser afirmado que qualquer eventual efeito benéfico da
metilprednisolona no presente estudo fosse atribuivel apenas a agéo deste
corticosterdide contra os efeitos da endotoxina (e consequentemente, uma
possivel maior mortalidade nos subgrupos nao tratados com esta droga
poderia ser atribuida aos efeitos de um grande volume injetado de
endotoxina, contra a qual, evidentemente, os antibidticos sao inefetivos).
Exatamente por este motivo tomou-se a precaugéo de lavar as bactérias (no
intuito de minimizar a quantidade de endotoxinas na suspensao) e proceder
a inoculacdo imediatamente ap6s. E desnecessério dizer que o mesmo
procedimento se presta a minimizar a colegdo de exotoxinas no inoculo. A
inoculagdo era feita imediatamente apds a ressuspensao também com o
objetivo de evitar alterages nas caracteristicas do inéculo. Para se confirmar
que tais alteragbes néo tivessem ocorrido, apds a inoculagdo de todos os
camundongos, amostras dos inoculos eram submetidas a contagem de
UFC/ml em Agar Caseina dea (BIOBRAS®), pelo método de diluigcdes e
contagem em placas.

A sensibilidade in vitro dos microorganismos utilizados era
previamente conhecida, e positiva para os antimicrobianos empregados

neste trabalho. Isto se explica pelos objetivos da tese, ou seja, testar o uso
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do corticosterdide, e ndo do antibidtico, neste modelo de infecgao; desta
forma, a escolha de cepas multi-resistentes ndo se fazia necessaria.

A escolha dos antibiéticos - amicacina para os BGN e
teicoplanina para S.aureus - recaiu sobre informacgao literaria e praticidade
de administragdo. Assim, como optamos por aplicar antibiéticos aos animais
nas mesmas doses, vias € intervalos recomendados para anima nobile,
selecionamos aquelas duas drogas porque 1) os seus intervalos de
administragc@o sao amplos (12/12h), o que facilitaria o trabalho dos técnicos;
2) porque sdo ambas passiveis de administracdo via IM (0 que nao seria
possivel se no caso de S.aureus se preferisse, por exemplo, vancomicina),
visto ser muito mais laboriosa a administracdo adequada e repetitiva de
drogas via EV em animais do porte dos camundongos; e 3) porque sao
largamente respaldadas na literatura para infecgées pelas bactérias contra
as quais foram direcionadas neste trabalho. Os antimicrobianos foram
utilizados apenas por quatro dias e entdo suspensos; esta decisdo néo
afetou a evolugdo de nenhum dos grupos, visto que em nenhum deles se
verificou alteragdo ulterior de mortalidade apés o 3° dia. Pela mesma razéo
parece justificado o término do experimento apos 10 dias de observagao.

A metilprednisolona foi preferida entre os corticosterdides por ja
existrem dados na literatura informando sua dosagem O&tima em
camundongos infectados (29). Escolheu-se a via IP ao invés da IM por se

considerar que pela primeira a absor¢éo seria maior e mais rapida.
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6.2 RESULTADOS

A andlise dos resultados obtidos & bastante simples pelos
valores marcantes que foram registrados. Em que pese a mortalidade ter
sido maior com K.pneumoniae do que com E.coli (0 que atribuimos as
particularidades patogenéticas desta bactéria, possivelmente a presenga da
capsula tendo evitado a fagocitose por maCréfagos e polimorfonucleares,
propiciando maior proliferagdo do in6culo no hospedeiro), entendemos que
os resultados referentes aos estudos com estas duas bactérias sédo
superponiveis, e por este motivo eles serdo estudados em conjunto, e
separadamente daqueles obtidos com S.aureus.
6.2.1 RESULTADOS REFERENTES AOS BGN

No caso dos BGN, a gravidade da infecgdo se demonstra pela
mortalidade completa no grupo controle (diferencas estatisticamente
significativas para ambas as bactérias, com p<0,00001 quando se comparam
os subgrupos “controle de infeccdo” a qualquer dos demais subgrupos
arrolados). O efeito dos corticos{eréides se fez conforme inicialmente
postulado: de fato, a mortalidade final nos subgrupos tratados com
antibidtico precedido pelo corticosterdide foi significativamente menor do
qu nos subgrupos abordados unicamente com antibiético (valor p desta
diferenga correspondendo a 0,0009 para o grupo E. coli e a 0,0073 para o
grupo K. pneumoniae), achados estes coincidentes com resultados de
estudos experimentais prévios (29). Porém, quando se inverteu a ordem de
administragdo, ou seja, a primeira dose do antibidtico sucedida pelo

corticosterdide, tais efeitos foram anulados e os resultados passaram a ser
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estatisticamente equivalentes aos dos subgrupos em que apenas amicacina
foi aplicada.

E interessante mencionar novamente que a mortalidade nas
primeiras 24 horas dos estudos com BGN era maior no grupo né&o tratado do
que no grupo em tratamento exclusivo com antibiético (p<0,05 no grupo E.
coli e p<0,001 no grupo K. pneumoniae). Embora uma analise superficial
pudesse interpretar o achado como “paradoxal’, na verdade ele vem refor¢ar
os postulados previamente discutidos: a luz dos conhecimentos expostos
(19, 61, 62), esta mortalidade inicialmente maior no subgrupo tratado com
antibioticos pode ser interpretada como secundaria a liberagao subita de
quantidades macigas de LPS, propiciada pela lise bacteriana induzida pelo
antimicrobiano em wuso. No subgrupo em que se langou mé&o de
metilprednisolona, esta droga teria previamente inibido os macréfagos dos
camundongos, de forma que as reagbes subsequentes tenham sido
bloqueadas, determinando-se desta maneira taxas de mortalidade menor
neste subgrupo ao longo de todo o estudo (quadros 2 e 3).

Para se analisar a possibilidade de que a infec¢ao grave por
BGN em camundongos pudesse determinar uma alta incidéncia de
hemorragia aguda de supra-renais, as glandulas supra-renais de 7
camundongos infectados por BGN, e ndo tratados, foram submetidas a
anatomia patologica apods o 6bito dos animais. O raciocinio que levou a isto
foi a possibilidade de que estas infeccdes pudessem ocasionar, nesta
espécie, hemorragia aguda daquelas glandulas em uma frequéncia muito
alta, a ponto de por si sé justificar o beneficio observado com o

corticosterdide. Em outras palavras, caso esta possibilidade correspondesse
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a verdade, a vantagem da metilprednisolona ter-se-ia imposto apenas pela
substituicdo do horménio enddgeno, cuja auséncia sabidamente provoca
choque.

Desta forma, 14 supra-renais foram analisadas, mas nada se
observou de significativo. Em que pese ter-se tratado de um estudo
anatdémico e nao funcional das glandulas, permitimo-nos inferir pelo que foi
obsevado, que a fungéo supra-renal ndo foi afetada no presente modelo de
infecgdo por BGN, e por conseguinte, quaiquer efeito benéfico produzido
pela metilprednisolona serd supostamente atribuivel as suas acgoes
bloqueadoras da cascata séptica, e ndo meramente a uma substituicdo dos
horménios endégenos.

6.2.2 RESULTADOS REFERENTES A S.aureus

A andlise do grupo S. aureus revelou resultados bastante
diferentes. Como se verifica, por mais que as diferengas de mortalidade
entre os subgrupos tratados com antibiético isoladamente ou precedido
por corticosteréide e o subgrupo controle de infecgdo tenham sido
significativas (p<0,00001 para estas comparagdes), a pequena vantagem
observada na sobrevivéncia do subgrupo tratado com antibidtico precedido
pelo corticosterdide (27 sobreviventes contra 23 no subgrupo manuseado
apenas com antibiético) ndo apresentou valor estatistico significativo (p =
0,0603).

Diferentemente do que se verificou com os BGN, o grupo S.
aureus nao reproduziu a diferenga inicial de mortalidade (nas primeiras 24
horas) favoravel ao grupo nao tratado em comparagdo com aquele tratado

apenas com antibiéticos (figura 8). Ao contrario:a diferenga foi bastante
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significativa em favor deste ultimo subgrupo (p = 0,0023). Porém, no
subgrupo tratado com antibidticos previémente ao corticosterdide, a
mortalidade em 24 horas foi maior que em todos os demais subgrupos
infectados e tratados (p<0,001) e estatisticamente n&o diferente do subgrupo
controle de infecgdo (p=0,2388); efeitos similares foram verificados ao final
do estudo. Diante destes dados cabe supor que no caso desta bactéria, o
corticosterdide aplicado apds o antibiotico exerce apenas os seus efeitos
deletérios, de maneira a acelerar a morte dos animais e a anular os efeitos
do antimicrobiano, promovendo enfim um comportamento equivalente ao néo
tratamento da infecgdo.

Também se observa que a mortalidade no subgrupo controle de
infeccao durante as primeiras 24 horas foi muito maior no grupo S. aureus
que nos subgrupos equivalentes das demais bactérias.

A combinagdo destes resultados induz a pensar que o0s
mecanismos patogenéticos desta bactéria sdo bastante diferentes daqueles
das BGN estudadas, e que a resposta do hospedeiro deve seguir caminhos
consideravelmente diversos, de forma a ndo ser afetada (ou sendo piorada)
com o uso de corticosteroides. Resultados semelhantes, mas utilizando
anticorpos contra o FNT - o € ndo corticosterdides, e em infec¢do por outro
germe gram-positivo (Streptococcus pyogenes), foram referidos por Wayte
(76). Nao encontramos na literatura outros estudos abordando infecgdes
experimentais por CGP com corticosteroides, talvez porque a época em que
estas drogas estiveram mais em voga para este fim, a sepse por CGP era um
problema clinico bem menos incidente(09). Mas cabe ressaltar que no

estudo em anima nobile conduzido por SCHUMER, o beneficio dos
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corticosterdides foi mais saliente entre os pacientes infectados por BGN do
naqueles infectados por CGP.

Estas diferengas de resultados verificadas entre BGN e CGP
(S. aureus) torna légico imaginar que o raciocinio correntemente aceito, de
que a evolugdo da sepse a nivel biomolecular seja aproximadamente a
mesma para ambos os tipos de bactérias, é bastante fragil e ndo deva resistir
a analise pormenorizada, no tempo em que 0os nossos conhecimentos écerca
da reagdo organica aos estafilococos estejam tdo avangados quanto aqueles
relativos as bactérias gram-negativas. Possivelmente ha, no caso de
S.aureus, uma ou mais vias paralelas a ja identificada e sumariamente
descrita via do FNT, que aparentemente ndo é responsiva aos bloqueios
exercidos pelos corticosteroides.
6.3 POSSIVEL APLICAGAO CLINICA

Embora nao se constitua em objetivo de analise desta
pesquisa, no que tange a extrapolagao dos resultados aqui expostos para o
modelo humano, cumpre referir que o maior empecilho atualmente existente
é a quase impossibilidade de se iniciar as medicagdes inibidoras da resposta
auto-agressora em tempo habil, ou seja, precoce o suficiente (antes de a
inffecgdo ter-se desenvolvido demais e liberado LPS em demasia na
circulagdo) e antes dos antimicrobianos (pelo mesmo motivo). Este é,
especulativamente falando, o principal motivo de falha de drogas ativas em
modelos animais, quando transpostas para o0 modelo humano. Isto despertou
a preocupagao relativa ao diagnéstico precoce da sepse em seres humanos
e, mais do que isto, pesquisas visando identificar precocemente os pacientes

em risco definitivamente especial de “sepse iminente”. Acreditamos que
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quando este problema puder ser contornado, a Medicina ja tera & sua
disposicdo (a0 menos no caso de germes gram-negativos) um arsenal
bastante vasto e efetivo de drogas, dentre as quais os corticosterdides, que
pelo seu baixo custo, serdo possivelmente eleitos.

Queremos todavia lembrar que os servicos de pronto-
atendimento podem ser atualmente uma fonte potencial de pacientes
portadores de infeccdo aguda grave e potencialmente letal, e ainda nao
abordados por antibidéticos no momento da admissdo hospitalar. Tais
pacientes constituem portanto um grupo em teoria beneficiavel com o uso de
corticosterdides, pois estas drogas poderiam ser aplicadas antes da
instituicao
da antibioticoterapia (especialmente se se reunissem dados suficientes para
presumir infeccdo por BGN). Embora esta parcela de pacientes seja bastante
pequena e consideravelmente diferente dos pacientes previamente
internados e que contraem infeccdo nosocomial, parece-nos o modelo
humano mais préximo da infecgdo grave experimental, e que poderia ser

abordado em estudos posteriores.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo permite concluir que:

1) o uso de metilprednisolona precoce e previamente ao antibidtico é
capaz de reduzir a mortalidade neste modelo de infecgdo grave experimental

por E.coli ou K. pneumoniae;

2) a resposta do germe gram-positivo testado (S.aureus), face ao uso
de metilprednisolona precoce e previamente ao antibiético, néo coincide com
aquela observada com os bacilos gram-negativos utilizados, n&o

promovendo redugao significativa da mortalidade;

3) o uso de metilprednisolona apds o antibidtico ja ter sido iniciado
nao é superior ao uso do antibidtico isoladamente no caso dos bacilos gram-

negativos utilizados, e aumenta a mortalidade no caso de S.aurevus;
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