Irineu Francisco Delfino Silva Massaia

Avaliac&o darespostaimune inata in situ no pulméo na

doenca pneumococica invasiva

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo para
obtencéao do titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de Patologia
Orientadora: Prof2. Dr2. Maria Irma Seixas
Duarte

Sao Paulo

2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicac¢io (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

©reprodugdo autorizada pelo autor

Massaia, Irineu Francisco Delfino Silva
Avaliagdo da resposta imune inata in situ no pulmao na doenga pneumocdcica
invasiva / Irineu Francisco Delfino Silva Massaia. -- Sdo Paulo, 2010.
Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.
Programa de Patologia.
Orientadora: Maria Irma Seixas Duarte.

Descritores: 1.Streptococcus pneumoniae 2.Doenga pneumocdcica invasiva
3.Imunidade inata 4.Resposta inflamatéria aguda

USP/FM/DBD-316/10




Dedico esta tese a minha filha Sara



Agradecimentos

Agradeco a Deus onipotente, que nos deu o dom da vida e ilumina todos 0os nossos
passos.

Agradeco a minha familia, em especial, a minha mae Lucia, que nunca mediu esforgos
para me tornar um homem melhor.

Agradeco ao meu amor Adriana, que soube tornar minha vida completa.

Agradeco hoje e sempre a Professora Maria Irma Seixas Duarte, minha orientadora e
exemplo de dedicacéo, brilhantismo e entusiasmo académico.

Agradeco a Prof* Dr® Roosecelis Araujo Brasil, virtuosa amiga, exemplo de generosidade
e humildade sem perder a retidéo de carater e profissionalismo.

Agradeco ao Prof. Dr. Valdir Golin, Diretor Clinico da Santa Casa de S&o Paulo, modelo
de lider, médico e professor para toda a minha geracédo académica.

Agradeco ao Prof. Dr. Carlos Alberto da Conceigdo Lima, constante encorajador de
minhas acdes académicas.

a

Agradeco aos meus protetores e padrinhos de coracdo, Prof. Dr. Igor Mimica e Prof®. Dr
Lycia Mara Jenné Mimica.

Agradeco a Prof®. Dr®. Vera Luiza Capelozzi, por sua colaboracédo com os controles e por
suas valiosas sugestdes.

Agradeco a minha amiga Luciane Kanashiro, ndo s6 pela confeccéo das reacdes imuno-
histoquimicas , mas também pela paciéncia nas frequentes solicitacGes e duvidas.

Agradeco a Dr® Carla Pagliari, pela presteza e dedicacdo, ndo s6 na confeccdo das
laminas e reacdes, mas também pelo incentivo nos momentos atribulados.

Agradeco aos amigos do Laboratorio da Disciplina de Patologia de Moléstias
Transmissiveis, em especial Rosana e também Cleusa, Wellington, Elaine e Ménica, que
tornaram inesqueciveis os dias de convivéncia no Laboratério e colaboraram diretamente
na concretizacao desta tese.

Agradeco ao Laboratorio de Microbiologia do Hospital das Clinicas da Universidade de
Séao Paulo pelo fornecimento das hemoculturas dos casos.

Agradeco a Fundacgéo Antonio-Antonieta Cintra Gordino, em especial, ao Dr. Wail Chaves
(in memorian), meu segundo pai, Dr. Carlos Alberto Pereira (in memorian) e Dr. Ismar
Augusto Procépio de Oliveira.

Agradeco aos meus amigos Felipe Marinho, Nelson Samesima e Antonio Appezzato.

Agradeco a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo, pelo auxilio
financeiro para a pesquisa.



Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta
publicacéo:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors
(Vancouver)

Universidade de Sado Paulo. Faculdade de Medicina. Servico de Biblioteca e
Documentacdo. Guia de apresentacdo de dissertacOes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria
F. Crestana, Marinalva de Souza Aragdo, Suely Campos Cardoso, Valéria
Vilhena. 22 ed. Sdo Paulo: Servico de Biblioteca e Documentacéo; 2005.

Abreviaturas dos titulos dos periédicos de acordo com List of Journal Indexed in
Index Medicus.




Sumario

Lista de abreviaturas

Lista de figuras

Lista de tabelas

Lista de gréaficos

Resumo

Summary

1. INTRODUCAO

2. OBJETIVO

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia da infecgdo pneumocdcica

3.2 Panorama da infeccdo por Streptococcus pneumoniae

3.3 O Streptococcus pneumoniae, agente infeccioso determinante da DPI
3.4 Mecanismos de resisténcia do Streptococcus pneumoniae a penicilina
3.5 Fatores de mortalidade pelo Streptococcus pneumoniae

3.6 Sindromes clinicas causadas pelo Streptococcus pneumoniae
3.7 Diagnéstico do Streptococcus pneumoniae

3.8 Prevencao ao Streptococcus pneumoniae

3.9 Imunopatogénese da infec¢do pelo Streptococcus pneumoniae
3.9.1 Complemento

3.9.2 Proteinas surfactantes

3.9.3 Receptores Toall

3.9.4 Ceélulas dendriticas

3.9.5 O papel das citocinas

4. METODOS

4.1 Casuistica

4.2 Critérios de incluséo e excluséo

4.3 Processamento das amostras

4.4 Métodos imuno-histoquimicos

4.5 Método imuno-histoquimico para citocinas

4.6 Técnica de imunomarcacéo para determinagéo de Caspase-3
4.7 Estudos semiquantitativo e quantitativo

4.8 Andlise estatistica

5. RESULTADOS

5.1 Aspectos clinicos e laboratoriais

5.2 Alteragdes histopatologicas do pulméo na DPI

5.2.1. Epitélio e luz alveolar

5.2.2 Septos alveolares

5.2.3 Altera¢gBes morfologicas bronquicas

5.3 Avaliacdo imune no pulmé&o na DPI

5.3.1. Avaliacéo de linfécitos TCD4, TCD8 e TCD20 na DPI e nos controles
5.3.2 Avaliagdo dos macrofagos

5.3.3 Avaliagéo de células Natural Killer (NK)

5.3.4 Avaliagéo das células dendriticas

5.3.5 Avaliacdo de complemento, ICAM-1, Toll-2 e SP-A

5.3.6 Avaliacdo da Caspase-3

5.4 Avaliacao de citocinas

6. DISCUSSAO



6.1 Consideracdes clinico-laboratoriais

6.2 Achados histopatologicos na DPI em comparacao com a literatura
6.3 Como se d& a progressédo do pneumococo e a reacao do tecido
pulmonar na DPI?

6.4 Resposta imune

6.4.1 Macrofagos (CD68 e CD14) e pneumococo na DPI

6.4.2 Células Natural Killer (NK) na DPI

6.4.3 Células de Langerhans CD1a na DPI

6.4.4 Células dendriticas S-100 na DPI

6.4.5 Apoptose, citocinas pré-inflamatorias, Toll e SP-A na DPI

7. CONCLUSAO

8. ANEXOS

9. REFERENCIAS

77
81

82
84
85
86
87
88
88
94
96
110



LISTA DE ABREVIATURAS

Ag-Ac Antigeno-anticorpo

ADE Antibody dependent enhacement, anticorpos facilitadores

APC Antigen presenting cell, célula apresentadora de antigeno

BALT Tecido linfoide associado a mucosa bronquica

BSA Solucéo de albumina bovina

CAM Cell Adhesion Molecule

CD Cluster of differentiation, grupo de diferenciacéo

C3 Fracdo 3 do complemento

DAB Diamino-benzidina

DC Dendritic cell, célula dendritica

DPI Doenca Pneumocdcica Invasiva

ELISA Enzime — Linked Immunosorbent Assay

et al. E outros

gyrA Gene gyrA

HE Hematoxilina-eosina

HIV Human immunodeficiency virus, virus da imunodeficiéncia adquirida
HLA Human leucocyte antigen, antigeno leucocitario humano

ICAM Intracellular Cell Adhesion Molecule, molécula de adeséo intracelular
IFNa Interferon-alpha

IFNy Interferon-gamma

Ig Imunoglobulina

IL Interleucina

IRAK-4 Interkeukin-1receptor-associated kinase 4, Interleucina -1 receptor quinase
associada 4

LTA Acido lipoteicoico

LTCD4+ Linfécitos TCD4+
LTCD8+ Linfécitos TCD8+

mefA

MIC Concentracdo inibitéria minima

MHC Major histocompatibility complex, fator de histocompatibilidade maior
NF-kB Nuclear factor kB, fator nuclear kB

NK Natural Killer, assassinas naturais

PBP Proteinas Ligadoras de Penicilina

PBS Solucgéo salina de fosfato tamponada

PPG Peptideoglicano

PRR Pattern-recognition receptors, receptores de padrédo de reconhecimento
PAMP Pathogen-associated molecular pattern, padrdo molecular associado a
patégeno

parC Gene parC

PspA Proteina de superficie pneumocécica A

RT-PCR Reverse transcriptase polimerase chain reaction, reagdo em cadeia da
polimerase por transcriptase reversa

SABC Streptavidin-biotin complex, complexo estreptavidina-biotina
SP-A Proteina surfactante A

SP-D Proteina surfactante D

SPEA Super antigeno A

SPEC Super antigeno C

TNFa Tumor Necrosis Factor — Alpha, fator de necrose tumoral alpha



TGFB Transforming Growth Factor — Beta, fator de transformacao do crescimento
beta

TLR-2 Toll-like receptor 2, receptor semelhante a Toll-2

TLR-4 Toll-like receptor 4, receptor semelhante a Toll-4

Tris\EDTA Tampao acido acético diaminotetraetileno

VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule, molécula de adesao de célula vascular



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Gram no escarro (A) e cultura (B) de Streptococcus pneumoniae.

Figura 2: Formas de apresentacdo da doenca pneumocécica.

Figura 3: Demonstracdo do método quantitativo da imunomarcacao
das células TCD8. Aumento de 40 vezes.

Figura 4: DPI — Pneumonia lobar: A — Vis&o panoramica (HE- X 40);
B — Pneumonia lobar e hemorragia intra-alveolar (HE- X 40); C —
Pneumonia lobar em fase de hepatizacéo cinzenta (HE- X 100);

D — Alvéolo pulmonar preenchido por neutrdfilos, macréfagos e debris
celulares, espessamento septal associado a edema, congestéo capilar
e discreto infiltrado inflamatoério (HE- X 400).

Figura 5: Pulméo — DPI — Imunomarcacéo de linfécitos TCD4 (A) e
TCD8 (B), CD68 (C), CD57 (D), CD14 (E), CD1a (F) (SABC, X 400).
Figura 6: Pulméo — DPI — Imunomarcacao de S100 (A) e ICAM-1 (B),
SP-A (C), Toll-2 (D), Caspase (E) e CD34 (F) (SABC, X 400).

Figura 7: Pulméo — DPI — Imunomarcacao de IL-6 (A) e IL-8 (B), IL-10 (C),

TNF-a (D), IFN-y (E) e IL1-B (F) (SABC, X 400).
Figura 8: Patogénese da doenca pneumocécica invasiva ho pulmao.

10
23

50

56

67

68

76
93



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Relagéo de anticorpos empregados em imuno-histoquimica.
Tabela 2 — DPI : Distribuicdo por sexo e idade de 22 casos de necropsia
de doenca pneumocdcica invasiva do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP no periodo de janeiro de 1997 a
dezembro de 2003.

Tabela 3 — Perfil epidemiolégico: fatores de risco e de mortalidade na
doenca pneumocadcica invasiva.

Tabela 4 — Doenca pneumocdcica invasiva: andlise quantitativa dos
fenotipos celulares do pulmao, C3, ICAM-1, SP-A, Caspase e Toll-2 na
DPI e controles.

Tabela 5 — Doenca pneumocdcica invasiva: andlise quantitativa no
pulmé&o in situ da producao de citocinas celulares em &reas selecionadas
envolvidas na DPI e controles (C).

47

52

53

57

69



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 — Distribuigéo celular em luz alveolar de pacientes com DPI
demonstrando o predominio de células do feno6tipo CD68+ e CD14+.
Gréfico 2 — Distribuicdo celular em septos alveolares de

pacientes com DPI demonstrando o predominio de células do fenétipo
CD68+, CD14+ e TCDA4+.

Gréfico 3 — Pulmao — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para
linfécitos TCD4 na luz alveolar e septos na DPI e nos controles

(0 - luz alveolar) (e - septos).

Gréfico 4 — Pulmao — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para
linfécitos TCD8 na luz alveolar e septos na DPI e nos controles

(0 - luz alveolar) (e - septos).

Gréfico 5 — Pulmao — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para
linfécitos CD20 na luz alveolar e septos na DPI e nos controles

(0 - luz alveolar) (e - septos).

Grafico 6 — Pulméao — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para
macrofagos (CD68) na luz alveolar e septos na DPI e nos controles

(o- luz alveolar) (e - septos).

Grafico 7 — Pulméao — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para
macrofagos (CD14) na luz alveolar e septos na DPI e nos controles

(0 - luz alveolar) (e - septos).

Grafico 8 — Pulméo — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para
CD57 na luz alveolar e septos na DPI (o - luz alveolar) (e - septos).
Gréfico 9 — Pulméo — avaliagdo quantitativa da imunomarcagao para
S100 na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o- luz alveolar) (e - septos).
Gréfico 10 — Pulmé&o — avaliagdo quantitativa da imunomarcacao

para CD1a na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o - luz alveolar)
(e - septos).

Gréfico 11 — Pulmé&o — avaliagdo quantitativa da imunomarcacéo para
C3 na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (0 - luz alveolar) (e - septos).
Gréfico 12 — Pulmé&o — avaliagdo quantitativa da imunomarcacéo para
ICAM-1 na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o - luz alveolar)

(e - septos).

58

58

59

59

60

61

61

62

64



Gréfico 13 — Pulméo — avaliagao quantitativa da imunomarcacéo

para Toll-2 na luz alveolar e septos na doenca pneumocdcica invasiva
e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).

Gréfico 14 — Pulmao — avaliagdo quantitativa da imunomarcacgéo para

SP-A na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).

Gréfico 15 — Pulméao — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para
Caspase-3 na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o - luz alveolar)

(e - septos).

Gréfico 16 — Imunoexpresséo de citocinas em luz alveolar de pacientes com DPI.
Gréfico 17 — Imunoexpressao de citocinas septos alveolares de pacientes

com DPI.

Gréfico 18 — Pulmao — avaliagdo quantitativa da imunomarcacgéo para IL13

na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).
Gréfico 19 — Pulmao — avaliagdo quantitativa da imunomarcagéo para IL-2R

na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o0 - luz alveolar) (e - septos).
Grafico 20 — Pulméo — avaliacdo quantitativa da imunomarcacéao para IL-4

na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (0 - luz alveolar) (e - septos).
Grafico 21 — Pulmédo — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para

IL-6 na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).
Grafico 22 — Pulmédo — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para

IL-8 na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).
Grafico 23 — Pulméo — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para

IL10 na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (0 - luz alveolar) (e - septos).
Grafico 24 — Pulmédo — avaliacdo quantitativa da imunomarcacao para

IFNy na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).
Gréfico 25 — Pulmé&o — avaliagdo quantitativa da imunomarcacao

para TNFa na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o - luz alveolar)

(e - septos).

Gréfico 26 — Pulmé&o — avaliagdo quantitativa da imunomarcacao

para TGFf na luz alveolar e septos na DPI e nos controles (o - luz alveolar)

(e - septos).

65

65

66
70

70

71

71

72

72

73

73

74

74

75



Massaia IFDS. Avaliagdo da resposta imune inata in situ no pulmédo na doenca
pneumocdcica invasiva [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina. Universidade
de S&o Paulo; 2010. 148p.

INTRODUCAO: A doenca pneumocécica invasiva (DPI) tem alta mortalidade
sendo o pulmdo oOrgdo de intenso acometimento. Na DPI caracterizou-se
localmente importante processo inflamatério agudo com expressivo aumento de
macrofagos, polimorfonucleares e fendbmenos exsudativos como edema e
hemorragia intra-alveolar. Concretizou-se uma resposta inflamatéria proeminente
com reducdo dos fendmenos de apoptose que se traduziu por aumento
significativo de citocinas pro-inflamatoérias, exceto IL-6 e IL-8, aumento de Toll-2,
ativacdo do complemento, aumento de expresséao de ICAM- 1 e CD 14 que em
conjunto favorecem o estabelecimento dos fenbmenos inflamatérios. A
diminuic&o significativa das células NK e das células de Langherhans, IL-6 e IL-8
reflete comprometimento da imunidade inata. Tal comprometimento poderia ser
responsavel pela diminuicdo dos linfécitos TCD4+ e TCD8+ com consequente
baixa produgdo de IFNy. Em resumo, as lesdes teciduais graves na DPI seriam
decorrentes do comprometimento parcial da imunidade inata, em especial das
células NK e das células de Langherhans, do prejuizo da imunidade adaptativa e

da reducéo da apoptose como possivel estratégia defensiva do pneumococo.

Descritores: 1. Streptococcus pneumoniae 2. Doenca pneumocécica invasiva 3.
Imunidade inata 4.Resposta inflamatéria aguda



Massaia IFDS. Evaluation of the innate immune response in situ in lung in invasive
pneumococcal disease [thesis]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina. Universidade
de S&o Paulo; 2010. 148p.

INTRODUCTION: Invasive pneumococcal disease (IPD) is a condition with high
mortality rates, the lungs being intensely attacked. The in situ immune response
was determined, in blocks recovered from 22 necropsies of adults who died from
IPD in the lungs, by quantitative immune cell phenotype (CD57-NK, CD1a, CD68,
antigen S-100, TCD4, TCD8, CD20), Complement-C3, ICAM-1, CD14, Caspase-3
and cytokine (interferon y, TNFa, TGFp, interleukin - IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10), Toll-2 and SP-A (surfactant). A locally important acute inflammation process
was characterized in IPD, with significant rise in macrophages, neutrophils and
exsudative phenomena such as edema and intra-alveolar hemorrhage. Compared
with the lungs from age-matched controls, results from patients with IPD showed
significant depletion of NK, CD1a,CD4+, CD8+, CD20+ cells, interferon vy, IL-4, IL-
6 , IL-8, TGFB and Caspase-3 (apoptosis). On the other hand, S-100, Toll-2, IL-1,
IL-2R, IL-10, ICAM-1, CD14 and SP-A were more frequently seen in the alveoli of
patients with IPD than in controls. A pronounced inflammatory response was
detected, with decrease in apoptosis phenomena that translated into significant
increase of pro-inflammatory cytokines, except for IL-6 and IL-8, increase in Toll-2,
complement activation, increased ICAM-1 and CD-14 expression, which altogether
favored installation of the inflammatory processes. A significant decrease in NK
and Langherhans cells, IL-6 and IL-8 reflect the harm to the innate immune
system. This could respond for the decrease in TCD4+ and TCD8+ lymphocytes,
with a consequent low IFNy output. Briefly, the severe tissue lesions in IPD could
be a consequence of the partial damage to the innate immunity, particularly of NK
and Langherhans cells, of adaptive immune dysfunction, and of apoptosis
reduction possibly as a defense strategy of the pneumococcus.

Descriptors: 1. Streptococcus pneumonia 2. Invasive pneumococcal disease 3.

Innate immunity 4. Acute inflammatory response
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1 — Introducéo

A infeccdo pneumocdcica € alvo de preocupacdo em todo o mundo
em virtude de sua gravidade e frequéncia. Streptococcus pneumoniae é um
patdbgeno humano de exceléncia, podendo causar desde infeccbes menos
graves como conjuntivites, otites, sinusites e pneumonias nao bacterémicas
até infeccbes muito graves em que O pneumococo € encontrado se
multiplicando em locais estéreis (doenca pneumocécica invasiva) como
pneumonias bacterémicas, infeccdo de corrente sanguinea, meningites,
osteomielites, empiemas, endocardites, artrites e peritonites (Jetté et al.,
2001; Kertész et al., 1998; Feikin et al., 2000). O pneumococo causa mais
mortes por infeccdo invasiva do que qualquer outra bactéria e € a quinta
causa de morte em todo o mundo (International Symposium on Pneumococci
and Pneumococcal Diseases, http://www.slidesonline.com/isppd02/welcome.htm).
A literatura registra que pouca mudanca houve na epidemiologia da infeccéo
pneumocdcica a despeito da introducédo de agentes antimicrobianos ativos e
gue um significativo nimero de mortes continuou ocorrendo (Austrian et al.,
1964). E crescente a emergéncia de cepas resistentes a antibioticos,
tornando a decisdo terapéutica cada vez mais desafiadora (Brandileone et
al., 1998; Hortal et al., 2001; Schito et al., 2005). A prevencado por meio de
vacinacdo tem sido recomendada em diversos paises (MMWR, 1997; WHO,
1998; Protin et al., 2005). Entretanto, a efetividade da vacina polissacaridica
23 valente é questionavel, tendo poténcia reduzida em idosos (Schenkein et

al., 2008 A; Schenkein et al., 2008 B; Shapiro et al., 1991). Os avancos
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obtidos com as vacinas para 0 pneumococo nao podem ser considerados a
solucdo completa em razdo das limita¢cdes das vacinas frente a variabilidade
de sorotipos e a plasticidade gen6mica do pneumococo (Kadioglu et al.,
2004). Existem mais de 90 sorotipos de pneumococo e a doencga invasiva
geralmente ocorre nos primeiros dias de colonizacdo de um novo sorotipo
(Gray et al., 1986).

A parede celular do pneumococo possui varias camadas de um
polimero linear composto de acido N-acetil glucosamina-N-acetil muramico
chamado peptideoglicano (PPG), que serve de gatilho para a inflamacéo
mediada pela resposta imune inata (Garcia-Bustos et al., 1987; Dziarski et
al., 1998). Outros constituintes da parede celular sdo os acidos teicoicos
(LTA) e os acidos telurbnicos, ligados covalentemente ao PPG. A unido
PPG-LTA tem atividade “endotoxina-like”, que promove ativacdo celular de
mediadores inflamatérios, ativacdo de neutréfilos, do complemento, da
opsonizacdo, producdo de oOxido nitrico e citocinas (TNF, IL-1 e IL-6)
(Fischer et al., 1997; Rijineveld et al., 2001; Bergeron et al., 1998).

O pneumococo produz enzimas importantes no processo de infecc¢éao,
capazes de aumentar a invasdo e a disseminacao tais como a pneumolisina,
responsavel pela inibicdo da quimiotaxia de neutrdfilos, pela proliferacao de
linfocitos, pela sintese de imunoglobulinas, facilitando a adeséo microbiana e
consequente infeccdo (Rijineveld et al., 2002). Outras enzimas auxiliam na
viruléncia do pneumococo como a neuraminidase, a hialuronidase e a
autolisina (Kadioglu et al., 2004). A resposta do hospedeiro se caracteriza

por intensa ativacdo de macrofagos e neutrofilos, expresséo de citocinas (IL-
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1, TNF-q, IL-8, IL-12) (Rijneveld et al., 2001; Takashima et al., 1997; Lauw et
al., 2002), além da ativacdo do complemento notadamente a via classica
(Paterson et al., 2006). Participam também dessa resposta do hospedeiro,
0os receptores de reconhecimento de padrédo microbiano (PRRs) que
reconhecem constituintes moleculares associados a patégenos (PAMPS).
Exemplos de PRRs séo a proteina C reativa e a familia de receptores Toll-
like (TLR) notadamente TLR-2 (Paterson et al., 2006). Por outro lado, as
proteinas surfactantes, além de agirem impedindo o colapso alveolar durante
a expiracdo, também desempenham importante papel na imunidade inata
com a promocao da fagocitose do pneumococo e modulacédo da imunidade
celular (Paterson et al., 2006; Whitsett et al., 2005).

A habilidade da resposta inflamatoria em controlar a multiplicacédo
bacteriana sem liberar debris inflamatérios por lise bacteriana excessiva é
essencial para a recuperacao e representa o divisor de aguas entre vida e
morte no curso da doenca pneumococica invasiva (DPI).

Acreditamos que ha um campo importante de investigacdo na
interacdo parasita-hospedeiro e seus mecanismos de inducdo de sepse,
principalmente no tocante a resposta imune inata, necessitando de
conhecimentos mais aprofundados que possam contribuir para modificar o

atual cenario dramatico da DPI.
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2 — Objetivo

Na doenca pneumocécica invasiva pretende-se contribuir para a

avaliacdo da resposta imune inata dos pulmdes através de:

e Caracterizacao das alteracdes histopatoldgicas a microscopia de luz
por meio de analise semiquantitativa dos cortes de pulméao
corados pela hematoxilina-eosina.

e Avaliagdo qualitativa e quantitativa dos fendbmenos de morte celular
(necrose e apoptose) nos pulmdes por meio de técnicas imuno-
histoquimicas.

e Caracterizacdo fenotipica das células do infiltrado inflamatério
pulmonar (NK, CD68, CD1A, CD14, CD34, S100, TCD4, TCDS,
CD20), de citocinas (IL-1B, IL-2R, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y
,TNF- a, TGF-B), Toll 2, Complemento (C3), presentes no pulméao

por meio da técnica de imunomarcacao.
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3 —Revisao da Literatura

3.1 Epidemiologia da infec¢cdo pneumococica

A frequéncia e a gravidade tornaram a infecgdo pneumocdcica alvo
de preocupacdo em todo o mundo. Homens sdo mais acometidos pela
doenca pneumocécica tanto criangas quanto adultos (Klein, 1981; Robinson
et al., 2001). Em estudo entre adultos imunocompetentes com faixa etaria
entre 18 e 64 anos, com doencga pneumocaécica invasiva (DPI) identificada, o
sexo masculino foi fator de risco individual para doenca invasiva verificado
em analise de caso-controle apdés controle de raca, doencas de base,
cigarro, nivel educacional e contato com criancas (Nuorti et al., 2000). Certas
racas e grupos étnicos parecem ter um risco maior de DPI, como negros e
indios norte-americanos (Cortese et al., 1992; Pastor et al., 1998) e
aborigenes da Australia Central (Torzillo et al., 1995; Trotman et al., 1995).
Fatores contribuintes para essas ocorréncias raciais sao multifatoriais e
podem incluir diferencas nas condicbes de vida e alta prevaléncia de
imunocomprometimento (Dworkin et al., 2001; Gebo et al., 1996; Nuorti et

al., 2000).

3.2 Panorama da infeccéo por Streptococcus pneumoniae

7z

Streptococcus pneumoniae é um patdgeno humano de exceléncia,

sendo relevante causa de pneumonia, meningite, otite média e septicemia,
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tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento
(Austrian et al., 1981; Austrian et al., 1986; Austrian et al., 1992; Bohr et al.,
1984; Brandileone et al., 1998). Nos primeiros, lidera a mortalidade em
criangas com menos de 5 anos, ultrapassando um milhdo de mortes
anualmente (CDC, 1995); além de ser preocupante causa de infeccao
invasiva em idosos (Dee et al., 1977), esplenectomizados (Ejstrud et al.,
2000; Moore et al., 2000; Nielsen et al., 1996; Van Dam et al., 1990; Wara et
al., 1981) e imunocomprometidos (Durand et al., 1993). A doenca
pneumocdcica foi a principal causa de morte na era pré-antibiotica (Ejstrud
et al., 2000) porém, a despeito do uso de antimicrobianos e cuidados de
terapia intensiva, a mortalidade continua elevada (Finland et al., 1982; Hortal
et al.,, 2001). N&do menos preocupante, sdo 0s sobreviventes com sequelas
permanentes, podendo chegar a 50% nos casos de meningite (Mitchell et al.,
1997).

A nasofaringe € o nicho ecologico do pneumococo, colonizando até
80% dos lactentes e de 20 a 60% dos adultos saudaveis (Goldman et al.,
2009 Mandell, 2005; Brandileone et al., 2006). A colonizacdo parece
comecar ja desde os primeiros dias de vida e ser inversamente proporcional
a idade. E possivel a colonizagdo por mais de um tipo capsular, parecendo
ser a colonizacdo assintomatica um gatilho para a imunizacédo, uma vez que
anticorpos anticapsulares homdlogos foram identificados em individuos
colonizados com um tipo sorolégico especifico (Goldman et al., 2009;
Mandell, 2005). O carreamento em orofaringe de um determinado sorotipo

tem periodos varidveis, sendo a duracdo média nos lactentes de sete
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semanas (Mandell, 2005). Todos os 90 sorotipos tém potencial patogénico,
variando a frequéncia com a geografia, condicdo socioecondmica e
comorbidades (Goldman et al., 2009; Mandell, 2005; Brandileone et al.,
2006; Nicoletti et al., 2007; Cardozo et al., 2008; Berizin et al., 2007).

Os casos de doenca pneumocdécica ocorrem geralmente durante os
meses de inverno, onde as taxas de transmisséo sao maiores (Dowell et al.,
2003). A despeito do aumento de casos de doenca pneumocécica nho
inverno, a maior parte das infeccbes parece ocorrer esporadicamente.
Surtos podem ocorrer em instituicdes de longa permanéncia, tais como
asilos, creches, unidades militares, albergues, escolas e penintenciarias
(CDC, 2001; Gleich et al., 2000; Gray et al., 1999; DeMaria et al., 1980;
Subramanian et al., 2003; Martin et al., 2003; Proulx et al., 2002). A
transmissao do Streptococcus pneumoniae ocorre por meio de goticulas da
via respiratéria de pessoas com doencga pneumocdécica ou, mais comumente,
de pessoas sem doenca que sdo carreadoras desse microrganismo na
nasofaringe (Musher, 2003). Seguindo essa exposi¢cdo ao pneumococo, este
pode se estabelecer na nasofaringe do novo hospedeiro. Geralmente, isso
resulta em colonizacdo assintomatica e o0 organismo é carreado por
semanas a meses (Ekdahl et al., 1997; Loda FA et al.,, 1975). Entretanto,
algumas vezes, 0 pneumococo recém-adquirido consegue vencer 0S
mecanismos de defesa do hospedeiro e causa doenca. Estudos em criancas
sugerem que o risco de progressdo de colonizacdo assintomatica para a
doenca parece ser maior imediatamente apds a exposi¢cdo e aquisicdo do

pneumococo na nasofaringe (Gray BM et al.,, 1980), mas a doenca
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pneumocdécica pode também se desenvolver apdés meses de colonizacao
(Austrian R et al., 1977).

Em muitas pessoas, a colonizacdo é um evento imunizante,
resultando em producdo de anticorpos dirigidos contra a capsula
polissacéride da cepa colonizante (Gray BM, et al., 1988; Musher DM, 2003).
Deste modo, na grande maioria dos casos, a colonizacdo pode ser
caracterizada como uma coexisténcia pacifica, embora transitoria, entre
hospedeiro e patdogeno potencial. Entretanto, mesmo na auséncia de
doenca, a situac&do néo é inteiramente benigna. Os pneumococos carreados
na nasofaringe podem ser transmitidos para outras pessoas e causarem
doenca nas susceptiveis (Musher DM, 2003). Além disso, caso as pessoas
colonizadas recebam antibioticos, as cepas carreadas podem desenvolver
resisténcia (Hermans et al., 1997; Henriques N et al., 2001).

Embora a doenca pneumocdcica ocorra em somente uma pequena
proporcdo de pessoas que se tornam colonizadas, a ubiquidade do
pneumococo na populacdo humana resulta em grande magnitude de doenca
(Burman et al.,, 1985). Diversos fatores caracteristicos de cepas
pneumocécicas especificas e a situacdo imunolégica do hospedeiro estao
implicados na progressdo da colonizacdo assintomatica para a doenca
pneumocécica (Austrian, 1981; Amber et al., 1990; Arlievsky et al., 1998).

A partir da década de 1970, houve descricdo de cepas de
Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina em varios paises do

mundo (Finland et al., 1982) e a outros antibiéticos comumente empregados
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no tratamento dessas. Ja a partir da década de 1980, surgiram relatos
crescentes de infecgdes por cepas multirresistentes (Hortal et al., 2001).

Sao fatores de risco para a doenca pneumocdcica invasiva a
deméncia, os disturbios convulsivos, a insuficiéncia cardiaca, a doenca
cerebrovascular, a doenga pulmonar obstrutiva cronica, a infecgédo pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), as doencas respiratdrias virais prévias, o
alcoolismo, o tabagismo, a desnutricdo, o baixo nivel socioecondmico, o
diabetes, a cirrose hepatica, a anemia falciforme, a insuficiéncia renal, a
deficiéncia de 1gG, a deficiéencia da funcdo fagocitica e os
esplenectomizados (Robinson et al., 2001; Burman et al., 1985; Pastor et al.,
1998; Gebo et al., 1996; Shimada et al., 2002).

N&o obstante, a efetividade da vacina polissacaridica polivalente
contra o pneumococo € questionavel (Torres et al., 1998; Wara et al., 1981;

WHO, 1998).

3.3 O Streptococcus pneumoniae, agente infeccioso determinante da

DPI

Trata-se de um diplococo gram-positivo, pertencente a familia
Lactobacillaceae. S&o cocos com cerca de 1 micrOmetro, anaerobios
facultativos, com preferéncia a condicbes anaerdbias, gerando energia pela
fermentacéo de carboidratos. Agrupam-se sempre aos pares (diplococos) ou
em curtas cadeias, e as estirpes patogénicas possuem capsula. Ndo tém

motilidade e ndo formam esporos. Eles sédo alfa-hemoliticos, ou seja, em
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cultura de sangue produzem um halo mucoide esverdeado de destrui¢cao
parcial de eritrécitos. Os pneumococos sdo exigentes no meio de cultura,

necessitando de varios nutrientes, normalmente fornecidos em cultura de

sangue (de vaca ou outro animal).

78,

M

Pneumococos corados pelo método de Gram no escarro

B

Coldnias de pneumococo crescendo em placa de agar
Copyright 2009 Elsevier Inc.www.netterimages.com Netter's International Medicine, 2e

Figura 1: Gram no escarro (A) e cultura (B) de Streptococcus pneumoniae
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Os pneumococos sao sensiveis a optoquina ou bilis, detergentes
fracos, ao contrario de outros estreptococos, e esta caracteristica € Util para
distingui-los.

Nas membranas mucosas, algumas espécies da microflora sao
comensais e outras sao patogénicas (Austrian et al., 1981; Austrian et al.,
1986). Os pneumococos sao agentes colonizantes de narinas, faringe e
laringe em até 60% dos individuos adultos (Moore et al., 2000). O
carreamento simultaneo de mais de um sorotipo € bem documentado e pode
refletir em infec¢des mistas (Nielsen et al., 1996).

Sua capsula é o produto microbiano que mais caracteriza a viruléncia,
uma vez que é composta de polissacarideos antigénicos com acao
antifagocitica (WHO, 1998). Existem mais de 90 sorotipos conhecidos
(WHO, 1998) servindo de base para a producdo de vacinas. A vasta maioria
da doenca pneumocdcica € causada por um numero relativamente pequeno
de sorotipos. O numero de sorotipos pneumococicos encontrados
colonizando pessoas numa determinada comunidade € geralmente maior do
gue o numero de sorotipos causadores de doenca invasiva na mesma
comunidade (Brueggemann et al., 2003). Em geral, a taxa de doenca
pneumocécica na populacdo depende da frequéncia com que 0s sorotipos
invasivos sdo carreados na nasofaringe (Roberts et al., 1985). Alguns
sorotipos podem ser considerados especialmente virulentos com a etapa de
carreador constituindo um estado transitério na infeccdo pneumocdcica.
Outros sorotipos sédo frequentemente carreados, mas raramente causam

doencas; podendo persistir colonizantes nos pacientes carreadores sdos. A
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infeccdo parece ocorrer mais facilmente seguida de aquisicdo recente de
algum sorotipo quando comparada aos sorotipos que s&o carreados por
longo periodo, sugerindo que o carreamento nasofaringeo do pneumococo é
acompanhado de desenvolvimento de protecdo a infec¢do para o sorotipo. A
taxa de carreamento é inversamente proporcional a idade e aos niveis de
anticorpos anticapsulares, sendo o estado imunolégico do hospedeiro
importante determinante da prevaléncia e longevidade da manutencdo do
estado de carreador (Austrian et al., 1986; Singer et al., 1973).

A parede celular possui varias camadas de um polimero linear
composto de &acido N-acetil glucosamina-N-acetii murdmico chamado
peptideoglicano (PPG). Pontes peptidicas ligam essas camadas formando
uma trelica tridimensional. O PPG compde 40 a 80% da parede celular nos
estreptococos (Van Dam et al., 1990). Outros constituintes da parede celular
sdo o0s acidos teicoicos (LTA) e os éacidos telurénicos, ligados
covalentemente ao PPG. A unido PPG-LTA tem atividade “endotoxina-like”
gue promove a ativacdo celular de mediadores inflamatérios, ativacdo de
neutréfilos, do complemento, opsonizacdo, producdo de o6xido nitrico e
citocinas (TNF-a, IL-1 e IL-6) (Torres et al; 1998).

A membrana plasmatica do pneumococo é composta de lipoproteina
ligada ao acido lipoteicoico por interacao hidrofébica. As proteinas ligadoras
de penicilina (PBP) representam peguena porcentagem das proteinas de
membrana e sdo alvos bioquimicos primario da acdo de varios

antimicrobianos (Van Dam et al., 1990).
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O pneumococo produz enzimas importantes no processo de infeccao

capazes de aumentar a invasao e a disseminacao tais como:

Autolisina

Responsavel pela quebra das ligacdes do PPG quando o
pneumococo entra na fase estacionaria de crescimento (Van Dam et al.,
1990), além de indiretamente contribuir com a viruléncia e resposta

inflamatoria (Mitchell et al., 1997).

Hialuronidase

Responsavel pela degradacdo da matriz extracelular, uma vez que
despolimeriza o acido hialurénico, facilitando a invasdo. Contribui também
para a invasao porque degrada o fator C3 do complemento (Bohr et al.,

1984).

Pneumolisina

Responsavel pela inibicdo da quimiotaxia de neutrofilos, proliferacao
de linfocitos, sintese de imunoglobulinas, diminuicdo do batimento ciliar do
epitélio respiratério, facilitando a adesdo microbiana e consequente infeccao
(Austrian et al., 1992; Dee et al., 1977; Durand et al., 1993; Ejstrud et al.,

2000; Finland et al., 1982; Feldman et al., 2002).
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Neuraminidase

Enzima proteolitica responsavel pela promocdo da colonizacédo
pneumocdcica, além de estar implicada na patogénese da meningite por
este agente (Brandileone et al., 1998; CDC, 1995).

A proteina de superficie pneumocécica A (PspA) tem estrutura Unica,
apesar de apresentar similaridade com outras proteinas de superficies de
bactérias gram-positivas, e confere poder de invasdo ao pneumococo.

O pneumococo também é capaz de produzir exotoxinas:

Toxina Alfa
Proteina responsavel pela formacdo de poros e estimulacdo de

mediadores pro-inflamatorios.

Toxina Pirogénica
Composta pelos superantigenos (SPEA e SPEC) responsaveis pela
promocao da febre, choque, coagulacao intravascular disseminada, além da

producédo de imunoglobulinas e autoanticorpos.

Peroxido de Hidrogénio

Toxina que, em associacdo com a pneumolisina, causa dano
pulmonar direto e pode, por difusdo livre para dentro das células, oxidar
mitocéndrias e DNA com toxicidade celular direta (Pericone et al., 2000;

Spellerberg et al., 1996; Berry et al., 1989).
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3.4 Mecanismos de resisténcia do Streptococcus pneumoniae a

penicilina

A alteracao de permeabilidade celular n&o tem papel na resisténcia do
Streptococcus pneumoniae a penicilina. Neste, ndo ha producdo de beta-
lactamases e a resisténcia a penicilina ndo é mediada por plasmideos.

A resisténcia envolve alteracbes de proteinas ligadoras de penicilina
(PBP), advindas de multiplas mutacdes em varios genes, possivelmente
ocorridas por varios caminhos genéticos (Van Dam et al., 1990). Também é
aceita a hipotese de uma ou mais introdugdes de um gene PBP 2b a partir
de uma espécie bacteriana nao identificada, levando a resisténcia (Van Dam
et al.,, 1990). O grau de afinidade a PBP 2b confere ao Streptococcus
pneumoniae a sensibilidade ou a resisténcia a penicilina (Hortal et al; 2001),
sendo a inibicdo da PBP 2b pela penicilina necessaria ao desenvolvimento
de lise (Nielsen et al., 1996). As PBPs sdo enzimas transpeptidases e
carboxipeptidases implicadas na sintese da parede bacteriana e constituem
os locais de acdo primaria para os beta-lactamicos. A resisténcia aos
macrolideos, antibioticos amplamente usados em infec¢cdes pneumocécicas,
ocorre por meio de diversos mecanismos, principalmente pela modificacdo
do sitio alvo e por meio de uma bomba de efluxo. A modificacao do sitio alvo
€ causada por uma metilase ribossomal codificada pelo gene ermB.
Alteracbes no rRNA 23S mediadas por esse gene podem resultar em

resisténcia aos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B (Goldman et

al., 2009). Ja o mecanismo de efluxo ocorre por codificacdo do gene mefA. A
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resisténcia resultante da modificagdo do sitio alvo esta tipicamente
associada a resisténcia de alto nivel, em que as concentragdes inibitérias
minimas (MICs) sédo iguais ou superiores a 64 ug/mL, enquanto a resisténcia
resultante da bomba de efluxo esta mais relacionada a resisténcia de baixo
nivel com MICs de 1 a 32 ug/mL. Outro antibiético usado amplamente nas
infecgbes pneumocdcicas atualmente é a fluoroquinolona. A resisténcia a
esta opcdo terapéutica ocorre por alteracdes em um ou em ambos os sitios
alvo (topoisomerase Il e IV), que geralmente resultam de mutacdes nos
genes gyrA e parC, respectivamente (Goldman et al., 2009). Em estudo
(tese de doutorado) feito por Levin ASS em 1996 na Universidade de Sé&o
Paulo, para avaliar fatores associados a infeccdo/colonizacdo por
Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina, ele concluiu que a faixa
etaria de até 3 anos esta associada a resisténcia a penicilina. Sugeriu que as
cepas resistentes tinham menor capacidade de invasdo, uma vez que a
resisténcia foi associada a uma menor frequéncia de bacteremias.
Demonstrou também alta incidéncia de resisténcia a penicilina em nosso
meio (22,4%) com letalidade de 24%, sendo 33% em adultos. Estudos mais
recentes no Brasil apontam, em média, 15 a 21% de cepas resistentes a
penicilina, principalmente associadas aos sorotipos 6B, 14, 19A e 23F
(Roberts et al., 1985). Outro estudo com foco na doenca pneumocécica
invasiva, realizado entre 1993 e 2004, identificou 6.470 casos no Brasil com
a prevaléncia de cepas resistentes variando de 10% a 28% e predominando
o sorotipo 14 (Brandileone et al., 2006). Pouco se sabe quanto a

participacdo da resisténcia antimicrobiana na mortalidade, porém ja existem
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estudos que n&o demonstram associacao entre resisténcia a penicilinas e a
cefalosporinas e aumento da mortalidade (Hortal et al., 2001).

Mecanismo diferente da resisténcia bacteriana € a tolerancia. Esse
fenbmeno consiste no fato de a bactéria ndo sofrer lise, apesar da parada ou
da diminuicdo do seu ritmo de crescimento frente ao antimicrobiano em
concentracfes equivalentes a concentracao inibitéria minima (MIC), ou muito
superior a ela (Hortal et al; 2001; Nielsen et al.,, 1996). A tolerancia do
Streptococcus pneumoniae a penicilina pode ocorrer por deficiéncia de
autolisina (Nielsen et al., 1996; Roberts et al., 1985). Entretanto, existem
cepas de pneumococo tolerantes a penicilina com atividade autolitica
normal, podendo nestas cepas a autolisina ndo ser ativada pelo
antimicrobiano (Nielsen et al., 1996). A autolisina € responsavel por
aproximadamente 25% da perda de viabilidade bacteriana durante o
tratamento com penicilina (Roberts et al., 1985).

Outros fatores podem influir sobre a tolerancia. Cepas tolerantes a
32° C podem sofrer lise a 37° C e cepas liticas em concentracdes
equivalentes a até 20 vezes a MIC podem ser tolerantes em concentracdes
muito mais elevadas (“efeito paradoxal”). Estudos mostram que cepas
resistentes a lise causam infeccbes mais graves e com pior evolucdo em

pacientes imunocomprometidos (Roberts et al., 1985).

Irineu Francisco Delfino Silva Massaia



Avaliagdo da resposta imune inata in situ no pulmao na doenga pneumocdcica invasiva 18

3.5 Fatores de mortalidade pelo Streptococcus pneumoniae

Muitos pacientes morrem devido a doenca pneumocdcica a despeito
do uso efetivo dos agentes antimicrobianos e dos cuidados de terapia

intensiva. Alguns fatores determinam esta mé evolugéo:

Bacteremia

17 a 35% dos pacientes que apresentam disseminacdo do
pneumococo em corrente sanguinea morrem (Van Dam et al., 1990; Wara et
al., 1981).

Foco extrapulmonar

A mortalidade é muito maior nos casos em que a infeccdo nao é
contida no pulméao (Van Dam et al., 1990).

Sorotipo especifico

Alguns estudos sugerem que o0s sorotipos 1, 3, 5, 7, 8 e 12 foram
associados a maior mortalidade (Van Dam et al., 1990; Moroney et al., 2001;
Martens et al., 2004; Colman et al., 1998; Brueggemann et al., 2003).

ldade

Extremos de idade (menor de 2 anos e maiorores de 65) sdo mais
suscetiveis a bacteremia e, portanto, a maior mortalidade (WHO, 1998;
Alanee et al., 2007; Gilbert et al., 1994; Kalin et al., 2000; Macfarlane et al.,

1982; Fine et al., 1996).
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Antigeno capsular polissacaride pneumocoécico

Titulos elevados sdo diretamente proporcionais a mortalidade (WHO,

1998).

Anticorpo capsular polissacaride pneumocécico

Titulos elevados sdo inversamente proporcionais a mortalidade
(WHO, 1998).

Doenca de base

Piora o prognostico, principalmente o diabetes mellitus, a insuficiéncia
renal crénica, as miocardiopatias cronicas, os estados de imunossupressao
(HIV, transplantados), doencas linfoproliferativas e leucopenia (Hortal et al.,
2001; Roberts et al., 1985; Alanee et al., 2007; Gilbert et al., 1994; Kalin et
al., 2000; Macfarlane et al., 1982; Fine et al., 1996).

Complemento

Quanto menor a atividade deste, maior a mortalidade (Hortal et al.,
2001). E bem estabelecida a funcdo essencial do complemento na
opsonizacéo, fagocitose e morte do Streptococcus pneumoniae (Angel et al.,
1994; Alper et al., 1970; Cheng et al., 2000; Alcantara et al., 2001; Brown et

al., 2002).

3.6 Sindromes clinicas causadas pelo Streptococcus pneumoniae

A despeito das caracteristicas de ndo ser mével e de ndo formar

esporos, podendo passar uma falsa impressdo de repertério patogénico

limitado, o Streptococcus pneumoniae tem propriedades fascinantes que lhe
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conferem a capacidade de ora colonizarem, ora causarem inflamagao e ora
invadirem tecidos humanos.

A maior parte das doencas pneumocécicas ocorre quando esta
bactéria é carreada de uma area colonizada para outra que, normalmente,
ndo é colonizada ou é estéril (doenca pneumocdcica invasiva) como a
corrente sanguinea, o sistema nervoso central, o pulméo etc. Além disso,
pode causar infeccdes em mucosas, notadamente envolvendo o trato
respiratorio superior (Musher, 1992). Streptococcus pneumoniae € 0 mais
comum agente causal identificado em pneumonias adquiridas na
comunidade (Fang et al.,, 1990; Marston et al.,, 1997; Marrie, 2001),
meningite bacteriana (Schuchat et al., 1997), otite média aguda (Del Beccaro
et al.,, 1992; Block, 1997) e sinusite bacteriana aguda (Lew, et al., 1984;
Wald, 1992; Wald et al., 1981). Manifestacoes menos comuns incluem artrite
piogénica (Ross et al., 2003), osteomielite (Arlievsky N et al., 1998),
piomiosite (Breton et al., 2001), fasceite necrotizante (Ballon-Landa et al.,
2001), endocardite (Aronin et al., 1998), pericardite (Saenz et al., 1998),
aneurisama micético (Naktin et al., 1999), abscesso em sistema nervoso
central (Butler et al., 2003), peritonite (Dugi et al., 2001), infec¢cdes genito-
urinarias (Sirotnak et al., 1996), parotidite (Giglio, et al., 1997), epiglotite
(Kessler et al., 1980), celulite periorbitaria ou bucal (Givner et al., 2000),
mastoidite (Kaplan et al., 2000), endoftalmite (Mulhern et al., 1997) e
conjuntivite (Taylor et al., 1999).

Justamente quando falham o0s mecanismos de clareamento

bacteriano nos diferentes tecidos do corpo humano, o pneumococo pode
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proliferar e assim estimular uma intensa resposta inflamatéria. A chegada de
polimorfonucleares e a exsudacéo de plasma podem servir para interromper
a invasdo se anticorpos contra constituintes de superficie opsonizarem o
pneumococo para a fagocitose. Caso ndo estejam presentes esses
anticorpos, a resposta inflamatéria continua e, no caso do trato respiratoério,
esta inflamacdo é a doenca. Outra situagcdo é quando O pneumococo
alcanca uma area ap0s quebra de uma barreira natural, por exemplo, lesdo
da dura-mater leva a invasdo das meninges, perfuracdo do intestino causa
peritonite ou abscesso abdominal. Além disso, 0 pneumococo pode causar
doenca pela invaséo da corrente sanguinea (bacteremia). Esta invaséo pode
ocorrer no local de colonizacdo, por exemplo, na nasofaringe, causando
bacteremia sem foco de infeccédo reconhecido (bacteremia priméaria) ou nos
pulmdes ou em qualquer outro 6rgdo, como consequéncia de uma infeccéo
estabelecida (bacteremia secundaria). Em adultos, a maioria das
bacteremias pneumocacicas é secundaria e por complicacdo de pneumonias
(Musher et al., 2003). Os mecanismos locais de invasédo serdo discutidos
mais adiante. Uma vez ocorrendo bacteremia, o pneumococo pode causar o
gue é conhecido tradicionalmente como infeccdo hematogénica. Quando os
receptores de células endoteliais sdo ativados, ocorre a multiplicacédo
bacteriana localmente, que causa endocardite (raro), trombos murais
infectados (ainda mais raro) ou atravessam as células endoteliais e
provocam a doenca em diversos 6rgdos do corpo. As infeccdes resultantes
serdo entdo: meningites, peritonite primaria, artrite séptica, osteomielite e

infeccdo de tecidos moles. Empiema, complicagdo comum da pneumonia
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pneumocécica e também a pericardite podem ser resultados da
disseminacdo hematogénica ou por contiguidade da pleura visceral a partir
de um foco pulmonar. Em especial, a pneumonia pneumocdcica tem sua
manifestacdo clinica dependente de diversos fatores, incluindo a situagcéo
imunolégica do paciente e a presenca de comorbidades. Nesta, a
temperatura corporal pode variar de 38° C a 39,5° C, acompanhada de
tremores, calafrios e taquicardia. Tosse com expectoracdo purulenta, as
vezes, com laivos de sangue, geralmente estd presente. Até 46% dos
pacientes se queixam de dor toracica e 20% apresentam sintomas
gastrointestinais, como nausea, vomitos ou diarreia (Goldman et al., 2009).
Pacientes idosos podem ter os sinais e sintomas citados previamente, mais
brandos e sutis, privilegiando a manifestacdo de confusdo mental flutuante
(dellirium). O exame fisico pode revelar um paciente apatico, cianadtico,
taquipneico, as vezes com dor pleuritica. A propedéutica pulmonar pode
revelar a percussdo um som submacico quando houver consolidagcao
pulmonar e som maci¢co quando houver derrame pleural. Estertores, atrito
pleural e alteracbes na broncofonia podem estar presentes.
Radiograficamente ndo existe uma apresentacdo patognomoénica da
infeccdo pneumocdcica (Goldman et al., 2009), mas, tipicamente, o0
envolvimento esta limitado a um ou mais segmentos de um unico lobo
pulmonar. Este envolvimento € unilateral em 80% dos casos e cavitacdes ou
abscessos sdo incomuns. O derrame pleural tem frequéncia em torno de
45%, mas apenas 15% destes tém volume suficiente para serem drenados.

Os pacientes com consolidacao lobar sdo mais propensos a apresentar
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bacteremia, mas esta também pode ocorrer nos pacientes com pequena
opacificagdo segmentar (Goldman et al., 2009). Nos casos de sepse, 0
paciente pode apresentar hipotensdo e as manifestacbes de faléncia de
orgdos como oligdria, andria, acidose metabdlica, insuficiéncia cardiaca,
ictericia, coagulacdo intravascular disseminada, gangrena periférica e até

purpura fulminante (Figura 2).

Doenca Pneumocdcica

SEVERIDADE NUMERO ESTIMADO
DA DOENCA DE CASOS POR ANO

Invasiva

13.000
71000

l
Nao invasiva o Prevaléncia 5 mihbes

MMWR. 1997;46:1-24

Figura 2: Formas de apresentacédo da doenca pneumocécica

3.7 Diagnéstico do Streptococcus pneumoniae

Sendo o0 Streptococcus pneumoniae o0 agente bacteriano mais
importante e principal causa de pneumonia adquirida na comunidade, o

desenvolvimento de metodologias diagnosticas rapidas € essencial na
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identificag8o desse microrganismo. Até recentemente, o Unico método rapido
e ndo invasivo para o diagnostico presuntivo de pneumonia pneumocécica
era 0 exame bacterioscopico do escarro pelo método de Gram. Este teste é
bastante especifico e em determinadas situacdes pode ser bastante util,
revelando diplococos gram-positivos em formato de lanceta em meio a
grupos de polimorfonucleares. Entretanto, amostras de escarro de boa
gualidade sao fundamentais para o desempenho adequado do exame,
sendo apenas 50% das amostras de pacientes com pneumonia adequadas
para a andlise (Oplustil et al., 2004). Existe um teste rapido de deteccéo de
antigenos na urina (Binax-NOW Streptococcus pneumoniae Urinary Antigen
Test, Binax, Inc., Maine), que apresenta vantagens sobre os testes
microbioldgicos aplicados no escarro, entre elas a rapidez (cerca de 15 a 20
minutos para o resultado) e a nao interferéncia do uso prévio de antibidticos.
A sensibilidade desse teste € em torno de 80% nos casos de pneumonia e
de até 90%, nos casos de bacteremia (Oplustil et al., 2004). Quanto a
especificidade, a detec¢do de antigenos na urina ndo € util para se distinguir
criancas com pneumonia pneumococica daquelas apenas colonizadas em
orofaringe. Esse fato é menos frequente na populacdo adulta. O uso
simultaneo do teste urinario e do Gram no escarro € capaz de detectar mais
de 90% dos casos de pneumonia pneumocadcica (Oplustil et al., 2004). As
culturas de sangue séo positivas em somente 5 a 14% dos pacientes com
pneumonia pneumococica e sofrem piora da sensibilidade caso tenha
ocorrido uso prévio de antibiéticos (Goldman et al., 2009). A despeito disso,

nos hospitais € mesmo nos centros universitarios, o isolamento do
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pneumococo ndo é possivel em metade ou mais dos pacientes com
pneumonia, possivelmente, pela dificuldade de amostras adequada de
escarro, pela indisponibilidade e custo do antigeno urinério e pelo uso prévio
de antibiético cada vez mais comum em nosso meio. Alguns autores ja
enfatizam que a anamnese, o exame fisico, a radiografia de térax, a
coloracdo de Gram do escarro e as culturas de sangue e escarro nao
auxiliam na tomada de decisdo terapéutica, e métodos mais invasivos
(aspiracao traqueal, endotraqueal, técnicas broncoscopicas, aspiracdo de
liquido pleural e biopsia pulmonar) exigem treinamento especial e sao
raramente indicados (Goldman et al., 2009). Os pneumococos também
podem ser detectados pela reacdo em cadeia da polimerase, mas essa
técnica, apesar de sensivel e bastante especifica esta limitada a laboratorios
de pesquisa. Na pratica, o conhecimento epidemiolégico de que o
Streptococcus pneumoniae é o0 agente mais comum de pneumonia
comunitaria e também das infeccbes da via aérea superior, orienta
praticamente todos o0s regimes terapéuticos recomendados para a cobertura
antibidtica adequada para esse patdbgeno e, por essa razdo, a
documentacdo da sua presenca tem pouco ou nenhum efeito no resultado
final (Goldman et al., 2009). O padrdo anatomo-patologico da agressao
pneumocécica no pulmédo é de pneumonia lobar ou de broncopneumonia,
preservando caracteristicamente a histoarquitetura pulmonar na fase aguda
(Geraldo, 2006). A macroscopia pode revelar condensacéo de todo um lobo

pulmonar.
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3.8 Prevencédo ao Streptococcus pneumoniae

O controle do carreamento do Streptococcus pneumoniae na
nasofaringe € importante na prevencdo da doenca pneumocadcica invasiva,
uma vez que reduz a disseminacdo pessoa a pessoa. A vacina
polissacaridica contém 25 ug de cada um dos 23 polissacarideos capsulares
responsaveis por 90% das infec¢cdes pneumocdcicas invasivas (Goldman et
al., 2009). Essa vacina estimula respostas de células B, produzindo
anticorpos especificos e otimizando a destruicdo do pneumococo pelos
fagdcitos. Contudo, os antigenos utilizados sdo células T-independentes,
ndo produzindo imunidade duradoura e sendo necessario revacinar 0s
pacientes a cada 5 anos (Goldman et al., 2009). Estao disponiveis dois tipos
de vacinas polissacaridicas: Pneumovax (Merck) e Pnu-Imune (Lederle). A
eficacia delas varia de 56% a 81% (Goldman et al., 2009). Imunossuprimidos
nao sao protegidos de maneira eficiente por essas vacinas, que também nao
sdo eficazes na prevencdo da pneumonia pneumocécica sem bacteremia
(Goldman et al., 2009; Shorr, 2005). As vacinas polissacaridicas séo
recomendadas para pessoas com idade igual ou superior a 65 anos;
pessoas de 2 a 64 anos com doencas crbnicas (doenca cardiovascular,
doenca pulmonar crbnica, diabetes mellitus, alcoolismo, doenca hepatica
cronica, fistula liqudrica); pessoas com asplenia funcional ou anatbmica;
pessoas que vivem em ambientes especiais ou grupos sociais suscetiveis ao
pneumococo (asilos e determinados grupos de indios americanos). Apesar

de essa vacina ser menos eficaz em pacientes imunossuprimidos, também
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devem ser vacinadas as pessoas com infeccdo pelo HIV, leucemia, linfoma,
doenca de Hodgkin, mieloma multiplo, carcinomatose, insuficiéncia renal
cronica, transplantados de érgaos sélidos ou medula 0ssea e pacientes em
tratamento com corticoides ou outros imunossupressores.

A vacina conjugada pneumocdcica 7-valente (Prevenar, Wyeth-
Lederle) tem como base a conjugacao do polissacarideo pneumocdécico com
uma proteina carreadora que leva a producdo de antigenos dependentes de
células T. Isso resulta em memadria imunoldgica de longa duracdo para os
sete sorotipos contemplados na vacina (4; 6B; 9V; 14; 18C; 19F e 23F).
Esses sdo os sorotipos mais frequentes em criancas somando 80% das
infeccdes invasivas nos menores de 6 anos (Goldman et al., 2009). A vacina
pneumocécica conjugada deve ser administrada aos lactentes aos 2, 4, 6 e
12 a 15 meses de idade. Lactentes mais velhos n&o imunizados devem
receber a vacina entre 7 e 11 meses de idade (duas doses a cada quatro
semanas) e uma terceira dose aos 12 meses de idade ou mais. A segunda e
a terceira doses devem ser separadas por um periodo minimo de dois
meses. Criancas dos 12 aos 23 meses devem receber duas doses com um
intervalo minimo de dois meses. Criancas dos 2 aos 9 anos devem receber
uma dose. Criancas em grupos de risco (HIV, imunossuprimidos, doencas
pulmonares cronicas, sindrome nefrética, anemia falciforme, doencas
cardiacas assintomaticas) devem receber duas doses com intervalo minimo
de dois meses.

A imunizacdo com vacinas conjugadas reduzem o carreamento do

pneumococo dos sorotipos contemplados nessas vacinas (Dagan et al.,
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2001). Vacinas conjugadas reduzem a prevaléncia de carreamento por
prevenirem nova aquisicdo e nao por encurtarem a duracédo da colonizacao
jA existente (Dagan et al., 2002). Este fenbmeno, apesar de bem
estabelecido, ndo esta completamente entendido, uma vez que a adesao do
Streptococcus pneumoniae a superficie mucosa dos tecidos de mamiferos
ndo € mediada por nenhum mecanismo conhecido envolvendo a cépsula
polissacéride (Rapola et al., 2000; Simel et al., 2001). Uma especulacéo,
frequentemente citada para o mecanismo desse fendbmeno é que, quando
em quantidade suficiente, os anticorpos se ligam a capsula polissacéaride e
criam uma inibicdo da interacéo das proteinas de superficie do pneumococo
com locais de ligacdo da superficie de células epiteliais de mamiferos.
Estudos prévios sugeriram que o fator determinante para o efeito dessas
vacinas € a presenca de imunoglobulina anticapsular G na saliva (Eskola et
al., 2003). A IgA secretora tem papel menor na protecdo contra a
colonizagcédo, possivelmente por causa da capacidade do Streptococcus
pneumoniae em clivar essa imunoglobulina e ndo a IgG (Kilian et al., 1996).
Entretanto, as vacinas conjugadas ndo conferem protecdo cruzada contra
outros sorotipos que nao estejam contemplados nelas. Com o uso dessas
vacinas é esperado o aumento do carreamento de outros sorotipos
pneumocécicos, fendbmeno conhecido como “serotype replacement”. Os
mecanismos desse fendmeno sdo complexos e nao completamente
entendidos (Lipsitch, 2001) e suas consequéncias dependem da viruléncia
dos sorotipos que terdo sua frequéncia aumentada podendo, entdo, causar

doencas (Spratt, et al., 2000). E bem estabelecido que o subtipo capsular
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per si ja € um determinante maior de viruléncia (Brueggemann et al., 2003),
mas €&, igualmente claro, que diversos sorotipos excluidos da vacina
conjugada corrente, especialmente a 7-valente, sdo também capazes de
provocar doenga (Finland et al., 1977; Hausdorff et al., 2000; Hausdorff et
al., 2000). Sorotipos cuja contribuicdo para doenca invasiva é pequena,
podem ser capazes de provocarem mais doenca na auséncia de
competidores. Por outro lado, caso 0s novos sorotipos se apresentem como
avirulentos, entédo, o fenbmeno “serotype replacement” pode ser providencial
e benéfico. Modelos matematicos que avaliam o “serotype replacement”
sugerem que esse fendbmeno aumenta a medida que a cobertura vacinal
também aumenta (Lipsitch, 1999). Além disso, outras espécies bacterianas,
incluindo H. influenzae e Staphylococcus aureus, séo inibidos in vitro pelos
pneumococos pela secrecdo de peroxido de hidrogénio, principalmente
(McLeod J et al., 1922; Pericone et al., 2000). Existe, entdo, a possibilidade
de essas espécies bacterianas também aumentarem em frequéncia na
colonizacdo do trato respiratério superior, a medida que as vacinas
pneumocdcicas sdo usadas.

As vacinas polissacaridicas ndo conjugadas, em contraste com as
vacinas conjugadas, ndo tém efeito significativo no carreamento do
Streptococcus pneumoniae em criancas e adultos (Dagan et al., 1996;
MacLeod et al., 1945). Embora também possa ocorrer o fendmeno “serotype
replacement”, estudos da vacina polissacaridica ndo conjugada com
significancia clinica a esse respeito ndo foram encontrados na literatura

consultada.
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Quanto ao efeito das vacinas conjugadas na resisténcia antibidtica,
diversos estudos evidenciaram reducdo significativa. Isso ocorreu pela
reducdo do carreamento de Streptococcus pneumoniae resistente a
antibidtico (Givon-Lavi et al., 2003), pela reducdo da utlizacdo de
antibidticos e reducdo da doenca pneumocdcica invasiva (Fireman et al.,

2003; Klugman et al., 2003).

3.9 Imunopatogénese da infeccdo pelo Streptococcus pneumoniae

A funcado do sistema imune é proteger o hospedeiro contra infeccdes
microbianas (Abbas et al., 2003; Forte, 2007). O desenvolvimento de
doencas infecciosas em um individuo envolve complexas interacdes entre os
microorganismos e o0 hospedeiro (Marrack et al., 1994). Os eventos
principais durante a infeccdo incluem a entrada do microorganismo, o0
reconhecimento, a colonizacdo, a invasdo nos tecidos do hospedeiro, a
evasdo das defesas do hospedeiro que 0 microorganismo empreende e o
dano tecidual ou funcional decorrentes dessas acdes. A patogenicidade dos
microorganismos é, em parte, relacionada a sua capacidade de resistir aos
mecanismos de imunidade natural (Aderen et al., 1999). A imunidade inata
consiste de mecanismos protetores prévios a infec¢do reagindo sempre de
modo estereotipado (barreiras fisicas e quimicas, proteinas do sangue,
fagdcitos residentes, células NK, citocinas etc.) (Abbas et al., 2003; Forte,

2007 ). A resposta imune adquirida € resultado da sucessiva exposi¢cdo a um
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microorganismo particular, tendo grande especificidade, discriminando entre
0 préprio e 0 ndo préprio e produzindo memdria.

Vale ressaltar a fundamental importancia da resposta imune inata,
uma vez que estimula a resposta imune adquirida e influencia a natureza de
sua resposta. A resposta imune adquirida, por sua vez, utiliza muitos dos
mecanismos efetores da imunidade inata para eliminar oS microorganismos.

O pneumococo, bactéria extracelular, é capaz de se replicar fora das
células do hospedeiro, por exemplo, na circulagdo, nos tecidos conjuntivos e
nos espacgos teciduais como o lumen das vias respiratorias. Seus
mecanismos de patogenicidade incluem a inflamac&o aguda induzida pelos
constituintes de sua parede celular e as acfes de suas enzimas proteoliticas
e exotoxinas. Diferencas especificas em cada oOrgdo acometido pelo
pneumococo foram sugeridas por estudos experimentais em que a viruléncia
intranasal ndo tinha reciprocidade com a viruléncia intraperitoneal

(Nungester et al., 1936).

3.9.1 Complemento

Nos pulmdes, os principais mecanismos da imunidade inata contra os
pneumococos sdo a ativacdo do complemento, a fagocitose e a resposta
inflamatdria envolvendo inicialmente macrofagos alveolares residentes,
seguidos de pesada infiltracdo de neutroéfilos (Kadioglu et al., in press).

H& mais de cem anos era descrito o envolvimento do complemento na

resposta imune ao pneumococo (Finland et al., 1982). PublicacGes atuais
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confrmam o papel crucial do complemento contra as infecgOes
pneumocdcicas (Hortal et al., 2001; Mitchell et al., 1997; Moore et al., 2000;
Nielsen et al., 1996), principalmente quando ativada a via classica (Singer et
al., 1973). Estudos murinos com perda de Clg ou de IgM secretéria
evidenciaram maior suscetibilidade a infeccdo nasal, deficiéncia no
clareamento do pneumococo da circulagdo, deficiéncia de ativacéo
macrofagica e maior progressdo para septicemia (Singer et al., 1973). O
peptideoglicano da parede do pneumococo ativa a via alternativa do
complemento, pois promove a formacao da convertase C3 da via alternativa
(Xu et al., 2001). A fagocitose eficiente do pneumococo depende da
amplificacdo adequada da via alternativa (Brown et al., 2002). A via da
Lectina tem papel pouco expressivo na ativagcdo do complemento pelo
pneumococo (Xu et al., 2001; Brown et al., 2002).

Outro papel de destaque envolve reguladores da ativacao da familia
do complemento: os receptores CD21 e CD35. Estes tém como células de
expressao principal as células dendriticas foliculares e as células B. O CD21
forma um complexo co-receptor com CD19 e CD81 para liberar sinais de
ativacao nas células B. O CD35 promove fagocitose de particulas revestidas
C3b ou C4b e complexos imunes, regulando a ativacdo do complemento. A
deficiéncia desses reguladores aumenta a suscetibilidade a infeccéo
pneumocécica a despeito de imunizacdo prévia (Brown et al.,, 2002),
demonstrando a importancia desses receptores no inicio da resposta

protetora.
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3.9.2 Proteinas surfactantes

No inicio da infec¢cdo, mecanismos de defesa pulmonares nativos séo
requisitados para efetivo clareamento e resisténcia ao pneumococo. Durante
a ultima década, crescente atencdo tem sido dada ao efeito do surfactante
na resposta imune dos pulmdes. Proteinas surfactantes A e D da familia das
colectinas demonstraram habilidade impar na modulag&o imune (Haas et al.,
2002; Wright et al., 1997; Holmskov et al., 1999; Crouch et al., 2000). A
proteina surfactante D (SP-D) € abundante no epitélio alveolar, onde é
produzida por células claras nao ciliadas e células alveolares tipo Il (Lawson
et al., 2000). A proteina surfactante A (SP-A), apesar de mais abundante no
alvéolo, parece ter importancia menor quando comparada a proteina D.
Essas proteinas se ligam a superficie do pneumococo, favorecendo a
fagocitose e citdlise do agente agressor (Hass et al., 2002; Le Vine et al.,
2001; Clark et al., 2002). Além disso, moléculas da proteina D (SP-D) podem
ligar-se a trés diferentes sorotipos do Streptococcus pneumoniae, causando
agregacao e facilitando a acdo dos neutréfilos (Holmskov et al., 1999).
Estudos em ratos com deficiéncia de SP-D confirmaram a importancia
dessas proteinas na resposta imune inata. A deficiéncia de SP-D aumenta a
suscetibilidade a infeccdo pneumocécica intranasal nas primeiras 24 horas
gue seguem a infeccdo (Kadioglu et al., in press; Holmskov et al., 1999;
Kadioglu et al., 2000), com significativa reducéo no clareamento pulmonar e
traqueal do pneumococo. Esta deficiéncia também resultou em menor tempo

de apresentacao de bacteremia e maior inflamacé&o tecidual com incremento
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de IL-6 e TNFa (Kadioglu et al., in press; Holmskov et al., 1999; Le Vine et
al., 2000; Le Vine et al., 2001; Clark et al., 2002; Kadioglu et al., 2000). Além
disso, é sugerido que a deficiéncia de SP-D implica no incremento da
apoptose de macrofagos, dificultando a destruicdo dos pneumococos (Clark

et al., 2002; Kadioglu et al., 2000).

3.9.3 Receptores Toll

Recente descoberta foi a demonstracdo do envolvimento dos
receptores Toll na infeccdo pneumocdcica. Os receptores Toll séo
receptores de superficie dos fagoécitos e de outros tipos celulares que
sinalizam a ativacdo dos macréfagos em resposta aos produtos microbianos
como toxinas na resposta imune inata. Compartilham homologia estrutural e
vias de transducdo de sinais com o receptor tipo 1 da IL-1. TLR-2 e TLR-4
reconhecem estruturas moleculares especificas do pneumococo
(peptideoglicano) habilitando a resposta imune adaptativa (Yoshimura et al.,
1999; Malley et al., 2003). Evidéncias preliminares de estudos com ratos
mutantes com deficiéncia de TLR-4 mostram significativa suscetibilidade
destes a doenca pneumocacica invasiva e consecutiva evolucao letal (Malley
et al., 2003). MutacBes no receptor de interleucinas associadas a kinase
(IRAK-4), um intermediario-chave na via de sinalizacao dos receptores Toll
foram recentemente descritas em individuos com infec¢cdes piogénicas de
repeticdo em especial o pneumococo (Malley et al., 2003; Echannaoui et al.,

2002).
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3.9.4 Células dendriticas

Sao células que exercem importantes papéis na inducdo das
respostas dos linfécitos T aos antigenos proteicos. Sao identificadas
morfologicamente por suas projecbes membranosas ou espiculares.
Derivadas de precursores da medula Ossea, sdo relacionadas na sua
linhagem aos fagodcitos mononucleares. As células dendriticas imaturas sdo
localizadas nos epitélios da pele e dos sistemas gastrointestinal e
respiratorio (Abbas et al., 2003; MacLennan, 1994). Os prototipos dessas
células dendriticas séo as células de Langerhans da epiderme. Estas células
sdo funcionalmente imaturas, uma vez que expressam baixos niveis de
molécula de superficie (moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal e co-estimuladoras) necessarios para estimular eficientemente os
linfociots T. Sua principal funcdo é capturar e transportar os antigenos
proteicos para drenagem em linfonodos (Inaba et al., 1990; Inaba et al.,
1993; Ingulli et al., 1997). Durante sua migracdo para os linfonodos, as
células dendriticas amadurecem para se tornarem extremamente eficientes
na apresentacdo do antigeno e na estimulacdo das células T virgens. As
células dendriticas maduras residem nas regibes contendo células T dos
linfonodos e nessa localizac&do exibem os antigenos as células T (Svensson
et al., 1997; Wykes et al.,, 1998). As células dendriticas estdo também
presentes no intersticio da maioria de outros érgdos. Compdem, portanto,
instrumento da resposta imune inata fazendo parte do grupo das células
acessorias, sendo elementos néo linfoides das quais depende o inicio e o

desenvolvimento da resposta imune adaptativa (Abbas et al., 2003). O
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Streptococcus pneumoniae expressa diversas estruturas que podem mediar
ativacdo das células dendriticas por meio de receptores Toll (TLR) como o
peptideoglicano e o acido lipoteicoico através do TLR-2 (Colino et al., 2002).
A sinalizacdo de células dendriticas também ocorre em pneumococos néo
opsonizados, sendo de forma répida, entretanto, pneumococos
encapsulados podem inibir parcialmente a ativacdo dessas células (Colino et
al., 2003). Apesar da importancia crucial das células dendriticas na resposta
a infeccdes, pouco se sabe em relacédo a capacidade de bactérias em induzir
apoptose dessas células. Células dendriticas parecem exibir mecanismos
gue contrabalanceiam estimulos apoptoéticos eficientes para macrofagos.
Essa habilidade em resistir a inducdo de apoptose em resposta a bactérias
pode ter papel importante na apresentacdo antigénica durante a fase inicial
da resposta imune (Guzman et al., 1996; Leverkus et al., 2000; Lundqvist et
al., 2002). Colino e colaboradores, em 2003, demonstraram em estudo de
cultura de células da medula 6ssea a inducdo de apoptose de células
dendriticas em resposta ao Streptococcus pneumoniae intacto. A inducéo de
apoptose nesse estudo ocorreu por dois mecanismos, sendo 0 primeiro,
caspase independente e mediado pela expressdo de pneumolisina e o
segundo, caspase dependente, sem expressdo de pneumolisina e mais
tardio em relacdo ao primeiro mecanismo de resposta. O mecanismo pelo
gual o pneumococo induz apoptose das células dendriticas difere do
observado nos macrofagos, sendo nesses a apoptose associada a morte
intracelular do pneumococo e com certa resisténcia a pneumolisina (Dockrell

at al., 2001).
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3.9.5 O papel das citocinas

O Streptococcus pneumoniae induz liberagdo precoce de citocinas
pré-inflamatérias (TNF-q, IL-6, 11-12, IFN-y) e a citocina anti-inflamatoria IL-
10 (Khan et al. 2002). Essas citocinas, além de estarem implicadas na
regulacao da resposta imune inata frente a bactérias extracelulares, também
agem em resposta aos polissacarideos e proteinas do pneumococo.

O TNF-a € fundamental para a resposta inflamatéroa aguda frente as
infeccbes bacterianas e € responsavel por muitas das complicacédoes
sistémicas das infeccbes graves (Abbas et al., 2003; Forte, 2007). Sua
principal fonte celular sdo os fagocitos momonucleares ativados, mas
também as células natural killer (NK), os mastoécitos e as células T antigeno-
estimuladas podem secretar esta proteina. A principal acdo biologica do
TNF-a. é estimular o recrutamento de neutrofilos e de mondcitos para os
locais de infeccdo e ativar essas células para destruirem o0s agentes
invasores. A acao biolégica do TNF-a € desempenhada por meio de
diversas outras acdes sobre as células endoteliais e sobre os leucdcitos,
como a expressdo de moléculas de adesdo na superficie do endotélio, a
estimulacdo de secrecdo de quimiocinas indutoras de quimiotaxia,
recrutamento dos leucocitos e necrose tecidual. Véarias sdo as acdes
sisttmicas do TNF-o, como a indugdo de febre, caquexia, depressdo
miocéardica, hipotensdo, trombose vascular, hipoglicemia, sintese de
proteinas séricas como a proteina amiloide A e o fibrinogénio. O TNF-q,

liberado nas primeiras 48 horas da infeccdo pneumdécica como parte da
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resposta imune inata, também tem papel indutor da resposta imune
adaptativa.

A IL-1 atua como um mediador da resposta inflamatéria do
hospedeiro as infeccdes e a outros estimulos inflamatérios em acédo
sinérgica ao TNF-a.

A IL-6 estimula resposta antipolissacaride e antiproteina especifica do
pneumococo, além de estimular liberagcdo de complemento via macréfagos
locais (Colino et al., 2002; Kopf et al., 1998).

A combinacgéao das proteinas plamaticas induzidas pelo TNF-a e pelas
IL-1 e IL-6, constitui a resposta de fase aguda aos estimulos inflamatérios.

A IL-2 é um fator de crescimento para linfocitos T estimulados por
antigenos e regula a expanséo clonal das células T depois de o antigeno ser
reconhecido (Abbas et al., 2003; Forte, 2007).

A IL-12 é o principal mediador da resposta imune inata inicial aos
microrganismos intracelulares e € o indutor fundamental da imunidade
adquirida. Tem como fontes os fagocitos mononucleares ativados e as
células dendriticas. A IL-12 estimula a producéo de IFN-y pelas células NK e
pelos linfocitos T, além de estimular a diferenciacdo dos linfocitos T CD4
auxiliares em células TH1 produtoras de IFN-y. Também consegue
intensificar as funcdes citotoxicas das células NK e dos linfocitos T CD8
citotoxicos ativados.

O IFN-y é a principal citocina ativadora dos macrofagos, sendo
fundamental na imunidade inata e na imunidade especifica mediada pela

célula, uma vez que proporciona 0os meios pelos quais os linfécitos T e as

Irineu Francisco Delfino Silva Massaia



Avaliagdo da resposta imune inata in situ no pulmao na doenga pneumocdcica invasiva 39

células NK ativam os macrofagos para matar 0S microrganismos
fagocitados. Além disso, o IFN-y estimula a expressdo das moléculas de
classe | e de classe Il do complexo maior de histocompatibilidade (MHC).

A IL-10 estd amplamente relacionada com a inibicdo da imunidade,
em parte por sua capacidade em inibir a atividade das células dendriticas
(Corinti et al.,, 2001; De Smedt et al., 1997; Igietseme et al., 2000).
Entretanto, foi demonstrado que a IL-10 expressa pela presenca do
pneumococo, retardou a apoptose de células dendriticas e, assim, prolongou
o tempo de sinalizacédo de resposta humoral frente a esse agente (Colino et
al., 2003).

A IL-4 é o principal estimulo para a producao de anticorpos IgE e para
o desenvolvimento das células Th2 a partir das células T CD4. Promove em
relacdo ao pneumococo sinalizacdo para a acdo da IgGl (Abbas et al.,
2003).

A DPI no pulméo pode se apresentar clinicamente como um cenario
draméatico em razéo do intenso processo inflamatorio local. O equilibrio entre
a imunidade inata e adquirida é fundamental para resolver a infeccao

preservando a histoarquitetura pulmonar e a homeostase.
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4 — Métodos

4.1 Casuistica

Foram analisados 40 casos retrospectivos de necropsias de pacientes
do Hospital das Clinicas da FMUSP que faleceram em decorréncia de
doenca pneumocdcica invasiva (DPI) a partir de dados do registro deste
hospital no periodo de 1997 a 2005. Inicialmente, foram recuperadas 906
hemoculturas com Streptococcus pneumoniae no periodo citado, com 292
Obitos durante a internacdo que motivou a coleta da cultura. Desses 292
casos de Obitos com hemoculturas com Streptococcus pneumoniae, apenas
85 casos possibilitaram estudo por necropsia e apenas em 40 casos a
necropsia fora realizada no Departamento de Patologia da FMUSP. O
diagnostico de DPI se baseou nos dados clinicos dos pacientes, aliados aos
dados do Laboratério de Microbiologia do ICHC-FMUSP com hemocultura
e/ou lavado bronco-alveolar positivos para Streptococcus pneumoniae e na
recuperacado dos cortes histolégicos de pulmao.

Foram utilizados como controle 26 casos de necropsia de falecidos
por causa desconhecida provenientes do Servico de Verificacdo de Obitos
do Departamento de Patologia da FMUSP. Estes casos tiveram distribuicdo
etaria superponivel aos casos de DPI, sem doenca pulmonar cronica ou

aguda e sem alteracdes histoldgicas significativas do pulméo.
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4.2 Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos casos que apresentaram manifestacfes clinicas de
DPI com isolamento do agente etioldgico e lesdo pulmonar compativel com
pneumonia pneumocaécica.

Foram descartados os casos de criangas (menores de 12 anos) e 0s
pulmbdes com outras doencas concomitantes, outros agentes infecciosos
concomitantes e infecgdo pelo HIV.

Foram, entdo, excluidos 18 casos, totalizando 22 casos para o
estudo.

A presente investigacdo foi aprovada pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa sob o numero de protocolo 782\05 (Anexo

4).

4.3 Processamento das amostras

Os fragmentos de pulmdo de cada caso foram fixados em formol a
10%, processados de acordo com a rotina do Laboratério de Anatomia
Patologica do Departamento de Patologia da FMUSP, a partir dos quais
foram processados e confeccionados blocos de parafina.

A seguir, foram realizados cortes histologicos com 4 um de espessura
gue foram submetidos as coloracées de Hematoxilina-Eosina, Ziehl-Neelsen,

Grocott e Brown-Breen.
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Os preparados histologicos foram submetidos a analise inicial com a
finalidade diagnostica do processo patologico envolvento os pulmdes e se o

material seria adequado para os estudos propostos.

4.4 Métodos imuno-histoquimicos

Para a imunomarcacdo dos fendtipos especificos das células
envolvidas na resposta inflamatoria e da expressdo de citocinas, foi
empregado o0 método imuno-histoquimico de Estreptavidina-biotina
peroxidase (SABC) (Hsu et al.,, 1981), com metodologia parcialmente
modificada e padronizada pelo Laboratério da Disciplina de Patologia de
Moléstias Transmissiveis do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. Para tanto, as etapas que

compdem o método sao descritas a seguir:

1 — Os cortes histologicos de 4 um de espessura foram obtidos a

partir de material embebido em parafina e colhido em laminas previamente
salinizadas com solugao de “3-aminopropyltiethoxy-silane” (Sigma, codigo A-

3648).

2 — Os cortes foram submetidos a desparafinizacdo em banho de xilol

por 30 minutos em estufa a 56° C e em um segundo banho de xilol por 10

minutos a temperatura ambiente.

3 — Posteriormente, os cortes foram hidratados em concentracfes

decrescentes de etanol (100%, 95%,70%) por cinco minutos cada.
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4 — Lavados em agua corrente, agua destilada e em tampao
“‘phosfate buffer saline” (PBS) pH 7,4 por cinco minutos cada.
5 — Foi realizado o bloqueio de pigmentos de formol, submetendo-se

0s cortes a imersdo em solucdo de hidroxido de aménio 25% diluido em

alcool 95% por 30 minutos a temperatura ambiente.

6 — Em seguida, os cortes foram lavados novamente em agua
corrente, agua destilada e PBS por cinco minutos cada.

7 — Foi realizado o blogueio de peroxidase enddgena, colocando-se

0s cortes em agua oxigenada (H,0O,) 10 volumes a 3%, em trés incubacdes

de 15 minutos cada em camara escura.

8 — Os cortes foram entédo lavados em agua corrente, agua destilada
e PBS por cinco minutos cada.

9 — A recuperacao antigénica, quando necessaria, foi realizada por

meio de calor umido, colocando-se o0s cortes imersos em tampao acido
acético diaminotetraetileno (Tris/EDTA) pH 9,0, ja aquecido a temperatura de
95° C em banho-maria por 20 minutos ou em solucdo contendo tripsina
0,02% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO/USA, céd. T7409) em PBS pH

7,4 durante 20 minutos a temperatura ambiente.

10 — Os cortes esfriaram por 20 minutos e posteriormente foram

lavados em agua corrente, agua destilada e “phosphate buffered saline”

(PBS) por cinco minutos cada.

Irineu Francisco Delfino Silva Massaia



Avaliagdo da resposta imune inata in situ no pulmao na doenga pneumocdcica invasiva 44

11 — Para o bloqueio das proteinas inespecificas, os cortes foram

incubados em solucdo de leite desnatado (Molico — Nestlé) 10% por 30
minutos a temperatura ambiente.
12 — Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpo primario

especifico ao antigeno pesquisado, diluido em solugdo de soro-albumina-

bovina (BSA) a 1% por 12 horas a 4° C.

13 — Os cortes foram lavados em PBS por duas vezes de 5 minutos
cada.

14 — Incubados com anticorpo secundario universal biotinilado (anti-

camundongo, anti-coelho e anti-cabra) do “Kit”® LSAB peroxidase
(LSAB+system-HRP, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA, codigo K0690)

por 30 minutos a 37° C.

15 — Os cortes foram novamente lavados em PBS por duas vezes de

cinco minutos cada.

16 — Incubados com o reagente Estreptavidina peroxidase do “Kit”

LSAB peroxidase (LSAB+system-HRP, DakoCytomation, Carpenteria, CA,

USA, cddigo K0690) por 30 minutos a 37° C.

17 — Os cortes foram entéo lavados em PBS por duas vezes de cinco

minutos cada.

18 — A revelacdo da reacdo imuno-histoquimica foi realizada com o

emprego de 45 ug do cromoégeno 3’3 Diamino-benzidina (DAB) (Sigma
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Chemical CO, St. Louis, MO, USA, cédigo D-5637), diluido em 100 mL de

PBS, filtrado e acrescido 1200 pl de H20, 10 volumes a 3%.
19 — Os cortes foram colocados na solugdo cromogena (DAB) por

dois ou trés minutos e posteriormente foram lavados em &gua corrente por

cinco minutos.

20 — Em seguida, os cortes foram contracorados com hematoxilina
de Mayer’s (Dako North America, Carpinteria, CA, USA, cédigo S3309) por
cerca de um minuto.

21 — Novamente lavados em agua corrente por cinco minutos e

desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70%, 95%, 100%).

22 — Finalmente, os cortes foram diafinizados em xilol e montados em

resina “permount” (Fisher Scientific, codigo SP-15-100).

Alguns anticorpos (CD1a, TCD4+, TCD8+) necessitaram do emprego
de um sistema de amplificagdo de sinal denominado CSA Il (“Biotin-free
Tyramide Signal Amplification System”, Dako North America, Carpinteria,
CA, USA, cddigo K 1497), que consiste na deposicdo de um componente
fendlico ligado a fluoresceina, seguido por uma reacdo secundaria com um
anticorpo anti-fluoresceina conjugado com peroxidase e o anticorpo (Ig de

coelho anti-caspase-3) utilizou o polimero Novolink- Novocastra (Ref.: 7159

— lote:715915). A revelacdo da positividade da reacdo ocorreu também com

0 emprego do cromégeno DAB.
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A Tabela 1 mostra os anticorpos primarios empregados, cédigos,
tratamento utilizado para exposicdo antigénica, diluicbes de uso e

amplificagdo do sinal dos anticorpos.

4.5 Método imuno-histoquimico para citocinas

O método imuno-histoquimico para visualizacdo das células
expressando citocinas apresentou alguns diferenciais, como a incubacéo

dos cortes em solugcdo de PBS-saponina (tampdo PSB pH 7,4 contendo

saponina 0,1% — Sigma Chemical Co. St. Louis, MO/USA, cdédigo S 7900)

por 10 minutos a temperatura ambiente antes do bloqueio de proteinas
inespecificas com leite Molico. Os cortes foram entdo incubados com os
anticorpos primarios especificos para cada citocina, por 12 horas a 4° C,
seguindo o protocolo jA descrito anteriormente, contudo, antes e apos a
incubacdo com o anticorpo secundario, os cortes foram novamente
colocados em tampéo PBS-saponina por 10 minutos a temperatura ambiente
e em seguida colocados em tampdo PBS pH 7,4. Os procedimentos foram
efetuados com metodologia parcialmente modificada e padronizada pelo
Laboratério da Disciplina de Patologia de Moléstias Transmissiveis do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo.
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Tabela 1 — Relacdo de anticorpos empregados em imuno-histoquimica.

Anticorpo Marca/c6digo Exposicéo Diluicéo Kit
Antigénica utilizado

Ig de coelho anti-caspase-3 Biocare/CP229C Calor Gmido 1:200 Novolink
clivada
Ig de coelho anti-C3 DAKO/SC A0062 Calor umido 1:200 LSAB
Ig de camundongo anti-CD1a Serotec/MCA1657 | = - puro CSA
humano
Ig de camundongo anti-CD4 Dako/M834 | - 1:1000 CSA
humano
Ig de camundongo anti-CD8 Dako/M7103 | seeeee- 1:30 CSA
humano
Ig de camundongo anti-CD14 Novocastra/NCL-CD14-223 Calor imido 1:50 LSAB
humano
Ig de camundongo anti-CD20 Dako/M0755 Calor imido 1:40 LSAB
humano
Ig de camundongo anti-CD34 Novocastra/NCL-END Tripsina 1:50 LSAB
Humano
Ig de camundongo anti-CD54 Novocastra/Epitomics Calor tmido 1:50 LSAB
(ICAM-1)
Ig de camundongo anti-CD57 Neomarkers/MS-136-P Calor tmido 1:50 LSAB
humano
Ig de camundongo anti-CD68 Dako/M0814 Calor imido 1:30 LSAB
humano
Ig de cabra anti-IL1-p humana R&D Systems/AF201-NA Calor tmido 1:30 LSAB
Ig de camundongo anti-1L2r Novocastra/NCL-CD25-305 Calor tmido 1:20 LSAB
humana
Ig de cabra anti-IL4 humana R&D Systems/AF204-NA Calor tmido 1:40 LSAB
Ig de cabra anti-IL6 humana R&D Systems/AF206-NA Calor tmido 1:20 LSAB
Ig de cabra anti-1L-8 humana R&D Systems/AF208-NA Calor imido 1:100 LSAB
Ig de camundongo anti-1L-10 R&D Systems/MAB217 Calor imido 1:10 LSAB
humana
Ig de camundongo anti- IFN-y R&D Systems/MAB285 Calor imido 1:30 LSAB
humano
Ig de coelho anti-proteina S-100 Dako/z311 | - 1:1000 LSAB
Ig de camundongo anti-SP-A Novocastra/NCL-SP-A Calor imido 1:200 LSAB
Ig de coelho anti-TGF-p humano Santa Cruz/SC-82 Calor imido 1:100 LSAB
Ig de cabra anti-TNF-o. humano R&D Systems/AF210-NA Calor imido 1:40 LSAB
Ig de cabra anti-Toll-2 Santa Cruz/SC 8689 Calor imido 1:50 LSAB
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4.6 Técnica de imunomarcacgao para determinacéo de Caspase-3

Para determinacdo dos pneumacitos apoptoéticos in situ foi utilizado o
anticorpo anti-caspase-3 (diluicdo 1:200), utilizando-se como recuperacao
antigénica o calor uUmido (banho-maria), seguindo as etapas imuno-

histoquimicas ja descritas.

4.7 Estudos semiquantitativo e quantitativo

Os cortes corados pela hematoxilina-eosina foram avaliados em trés
niveis: luz alveolar e seu revestimento epitelial, septo alveolar e bronquios. A

analise semiquantitativa foi feita nos trés compartimentos segundo os

critérios de intensidade: 0 — auséncia, 1 — leve, 2 — moderado, 3 — intenso.

Em cada nivel foram analisados os seguintes eventos:

Septo alveolar: espessamento septal, congestdo capilar, edema,
fibrina, fibrose, infiltrado (linfécitos, macréfagos, plasmaocitos, neutrofilos,
eosindfilos). Luz alveolar e revestimento epitelial: pneumacitos | (necrose,
pneumococo), pneumdcito Il (necrose, regeneracdo, pPNeUMOCOCOo),
hemorragia, membrana hialina, presenca de células gigantes
multinucleadas, infiltrado inflamatorio (linfécitos, neutréfilos, eosindofilos,
macroéfagos, plasmaocitos).

Brénquios: hiperplasia, metaplasia escamosa, necrose de epitélio,
erosdo, Ulcera, infiltrado (linfécitos, plasmdcitos, macrofagos, eosindfilos,

neutroéfilos).
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A andlise semiquantitativa foi feita nos fragmentos de pulméao
independente da concomitancia de pneumonia, todavia, foram evitadas as
areas livres do processo pneuménico nos cortes histolégicos.

Os linfécitos intraepiteliais dos bronquios foram contados em areas
onde ndo houvesse presenca de BALT para que a contagem néo fosse
influenciada pelas células do tecido linfoide associado a mucosa.

A andlise quantitativa das células inflamat6rias imunomarcadas foi
avaliada pela contagem utilizando-se um reticulo graduado com area de 1
cm? dividido em 10 porcdes de 1 mm? adaptado a ocular do microscépio
optico. As leituras foram feitas no aumento de 40 vezes. O reticulo foi
posicionado em todo tecido pulmonar, foram contadas todas as células
imunomarcadas nas regides do septo e alvéolo que coincidiam na area do
reticulo. Foram considerados 10 campos de forma randomizada por tecido
pulmonar.

Foi feita a somatoria do numero de células imunomarcadas, a divisdo
pelo nimero de campos (divisdo por 10) e o resultado foi dividido por 0,0625

(4rea do graticulo), totalizando o nimero de células/mm? (Figura 3).
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Figura 3: Demonstragcao do método quantitativo da imunomarcacao das células TCD8.
Aumento de 40 vezes

0,25 mm?

Area do graticulo = 0,0625 mm?
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4.8 Analise estatistica

A comparagdo de valores semiquantitativos ou quantitativos de cada
grupo analisado foi feita usando testes ndo paramétricos, sendo usado o
teste de Mann Whitney para comparacgao entre doenca e controles ou o teste
de ANOVA ndo paramétrico. Diferencas entre os grupos individuais foram
consideradas significantes quando a probabilidade de igualdade era menor
qgue 0, 0001 (p< 0, 0001) e quando a probabilidade de ndo haver relagcéo era
menor que 0,05. Todos os procedimentos estatisticos foram feitos utilizando
0 pacote estatistico Graph Pad Prism version 5.0 for Windows (Graph Pad

Software, San Diego, CA).
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5 — RESULTADOS

5.1 Aspectos clinicos e laboratoriais
A idade média dos doentes foi de 46 anos, variando entre 12 anos e
74 anos, sendo 55% mulheres e 45% homens (Tabela 2). Os dados

demograficos podem ser verificados no Anexo 1.

Tabela 2 — DPI : Distribuicéo por sexo e idade de 22 casos de necropsia
de doenca pneumococica invasiva do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP no periodo de janeiro de 1997 a
dezembro de 2003.

Paciente Sexo Idade
HC- 97- 559 M 13
HC- 97- 826 = 23
HC- 97- 837 = 28
HC- 97- 856 M 49
HC- 98-731 = 13
HC- 98- 974 = 62
HC- 98-1343 M 62
HC- 99-570 M 53
HC- 01- 381 M 62
HC- 01- 512 E 12
HC- 01- 615 M 58
HC- 01- 1046 = 60
HC- 01- 1264 M 28
HC- 01- 1432 M 70
HC- 02- 335 = 56
HC- 02- 561 F 74
HC- 02- 583 F 55
HC- 03- 153 F 36
HC- 03- 482 M 73
HC- 03- 732 M 40
HC- 03- 937 F 52
HC- 03- 1048 F 40
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Encontramos como fatores de risco para infecgdo pneumocdcica nos
casos de DPI, etilismo em 9%, tabagismo em 12,5% e nivel socioeconémico
baixo em 100% (Tabela 3).

Observamos a ocorréncia dos seguintes fatores de mortalidade na
DPI: idade maior de 65 anos em 9%, bacteremia em 100%, foco extra
pulmonar em 100%.

As condi¢des clinicas relacionadas ao pior prognéstico na DPI foram:
uso de corticoide 50%, neoplasia 27,2%, cirrose hepatica 22,7%,
insuficiéncia renal crdnica 9%, diabetes mellitus 4,5% e transplante hepético

4,5% (Tabela 3).

Tabela 3 — Perfil epidemioldgico: fatores de risco e de mortalidade na
doenca pneumocodcica invasiva.

Todos os pacientes apresentaram na evolugdo o quadro clinico de

sepse com febre, taquicardia, dispneia, dor toracica, hipotensdo, ma
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perfusdo de extremidades. O quadro de dellirium sé ocorreu nos dois
pacientes idosos com mais de 65 anos. Todos 0s pacientes apresentaram
sepse grave e choque séptico culminando com choque séptico refratario e
Obito no periodo médio de 8,8 dias (1 a 27 dias).

A apresentacao radiolégica foi descrita como infiltrado pulmonar
localizado e unilateral em 90% dos casos e como infiltrado bilateral nos
demais. Derrame pleural esteve descrito em metade dos pacientes e néo
houve referéncia de cavitagbes em nenhum caso. Todos 0S casos
receberam, a admissao hospitalar, antibidticoterapia com cobertura para
Streptococcus pneumoniae e foram 100% sensiveis a penicilina.

Os controles apresentaram idade média de 40 anos, variando de 22 a

60 anos, sendo 54% homens e 46% mulheres (Anexo 1).

5.2 Alteracdes histopatolégicas do pulméao na DPI

As alteracdes histolégicas e sua graduacdo de intensidade por cada

caso podem ser vistas no Anexo 2.

5.2.1. Epitélio e luz alveolar

Na DPI verificou-se necrose de pneumdcitos | e regeneracdo de
pneumacitos Il em 100% dos casos, sem evidéncias de hiperplasia ou
alteracfes celulares sugestivas de efeito citopatico viral associado (Figura 4

D e Anexo 2).
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A hemorragia alveolar na DPI esteve presente em 100% dos casos e
0 edema alveolar em 100% dos casos.

Fibrina ocorreu em 72,7% dos casos e membranas hialinas em 10
casos (45,5%).

O infiltrado inflamatoério alveolar com predominio de neutrdéfilos e
macrofagos foi presente em 100% dos casos (Figuras 4A e 4B). Nao houve
casos com infiltrado alveolar eosinofilico. Linfécitos foram encontrados em
em 100% dos casos.

Debris celulares foram identificados nas luzes alveolares em 86,4%
dos casos e ndo foram observadas células gigantes.

Nos casos controles ndo foi observada alteracdo de pneumocitos,
hemorragia, edema, fibrina, membranas hialinas, infiltrado inflamatorio,

debris celulares ou células gigantes.

5.2.2 Septos alveolares

O septo alveolar apresentou espessamento em 100% dos casos,
associado a moderada ou intensa congestdo dos capilares, edema em
77,3% dos casos e infiltrado inflamatério formado por macréfagos,
neutréfilos e raros linfocitos e plasmdcitos, e auséncia de eosinofilos.
Observou-se ainda discreto grau de fibrose septal em 54,5% dos casos e
trombose vascular em 9%.

Nos pacientes controles ndo houve alteragdes septais significativas.
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5.2.3 Alterac6es morfoldgicas brénquicas

Observamos apenas raros focos de necrose e de erosdo do epitélio

de metaplasia ou Ulceras.

™

brénquico com auséncia de hiperplasia epitelial,
R e ) ke & 2!

Figura 4: DPI — Pneumonia lobar: A — Vis@o panoramica (HE- X 40); B — Pneumonia lobar e
hemorragia intra-alveolar (HE- X 40); C — Pneumonia lobar em fase de hepatiza¢éo cinzenta
(HE- X 100); D — Alvéolo pulmonar preenchido por neutréfilos, macréfagos e debris
celulares, espessamento septal associado a edema, congestéo capilar e discreto infiltrado
inflamatdrio (HE- X 400)

5.3 Avaliagcédo imune no pulméo na DPI

hY

Os cortes histolégicos submetidos a avaliagdo quantitativa da

imunomarcacdo para caracterizagdo dos fendtipos, de citocinas, do
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complemento, da caspase e da substancia surfactante demonstraram
positividade caracterizada pela coloracéo acastanhada de padrdo granular e
suas medianas estdo compiladas na Tabela 4 e nos Graficos 1 e 2. No
Anexo 3 estao os dados quantitativos por cada caso.

Tabela 4 — Doenca pneumocoécica invasiva: analise quantitativa dos
fenoétipos celulares do pulméo, C3, ICAM-1, SP-A, caspase e Toll-2 na
DPI e controles.

Marcador Area pulmonar Controle ndo DPI Significancia
de infectados (p <0.05)
superficie Mediana-IC x 103 Mediana-IC x 103
NK Alvéolo 17,6(15,8- 18,0) 1,6(0,8-2,1) C>DPI
Septo 92,8(89,3-102.3) 0(0,2-1,7) C> DPI
CDla Alvéolo 50,4(50,1-74,2) 11,2(9,0-16,1) C> DPI
Septo 70,4(60,2-98,2) 30,4(28,2-39,8) C> DPI
CD68 Alvéolo 56,8(46,4-69,4) 144(136,6-242,7) C< DPI
Septo 121.6(105,7-134,4) 68,8(68,2-155,5) NS
S-100 Alvéolo 0,0(0,2-2,5) 1,6(1,6-2,5) C< DPI
Septo 9,6(7,7-13,2) 10,4(9,0-11,2) NS
TCD4 Alvéolo 21,6(18,8-25,7) 12(10,3-19,7) C> DPI
Septo 40,8(33,9-44,2) 28(27,2-49,6) NS
TCD8 Alvéolo 14,4(13,3-15,7) 11,2(9,3-18,6) NS
Septo 46,4(42,5-46,8) 8,8(7,4-27,3) C> DPI
CD20 Alvéolo 6,4(5,4-7,9) 1,6(1,6-3,1) C> DPI
Septo 23,2(21,1-24,7) 0,8(0,5-1,9) C> DPI
C3 Alvéolo 18,4(15,7-28,8) 36(34,2-67,1) C< DPI
Septo 6,4(5,1-9,8) 8,8(8,9-22) NS
ICAM-1 Alvéolo 3,2(1,4-10,7) 35,2(27,9-53) C< DPI
Septo 1,6(1,2-2,4) 25,6(20,9-47) C< DPI
CD14 Alvéolo 1,6(0,9-2) 45,6(34,7-58,4) C< DPI
Septo 1,6(0,6-1,6) 36(29,6-64,1) C< DPI
Caspase-3 Alvéolo 11,2(8,9-15) 5,6(4,2-8) C> DPI
Septo 6,4(6,8-14,3) 4,8(2,6-7,4) C> DPI
Toll-2 Alvéolo 4,8(3,7-8,6) 23,2(21,4-37,3) C< DPI
Septo 0(0,7-3,2) 9,6(8-15,7) C< DPI
SP-A Alvéolo 16,8(15,2-28) 159,2(135,3- C< DPI
194,6)
Septo 6,4(5,6-12,4) 48,8(45,6-56,8) C< DPI
CD34 Alvéolo 0 18,4(17,4-31,7) C<DPI
Septo 45,6(35,3-69,7) 75,2(79,6-157,8) C<DPI

Os dados foram expressos como o numero de células que expressam citocinas +TAA
(tamanho da amostra analisada) por 0,0625 milimetro2 campo microscopico de area

selecionada.

Comparagéo entre os grupos foi testada usando o teste Mann-Whitney.

IC: Intervalo de Confian¢a

NS: N&o Significante
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Gréfico 1 — Distribuicdo celular em luz alveolar de
pacientes com DPI demonstrando o predominio de células
do fendtipo CD68+ e CD14+.
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Gréfico 2 — Distribuicdo celular em septos alveolares de
pacientes com DPI| demonstrando o predominio de células
do fenétipo CD68+, CD14+ e TCDA4+.

5.3.1. Avaliacdo de linfécitos TCD4, TCD8 e TCD20 na DPI e nos

controles

Na avaliacdo do perfil de linfécitos TCD4 e TCD8 foi observada

imunomarcacao positiva, tanto na luz alveolar como nos septos. A analise
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dos casos de DPI em relacdo aos controles demonstrou maior quantificacéo
de linfocitos TCD4 nos pulmdes controle do que nos de DPI, com

significancia estatistica (p< 0, 0001), (Graficos 3 e 4 e Anexo 3).
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Grafico 3 - Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacao para linfécitos TCD4 na luz alveolar e
septos na DPl e nos controles (0 - luz alveolar) (e -

septos).
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Gréfico 4 - Pumé@o - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacdo para linfécitos TCD8 na luz alveolar e
septos na DPI e nos controles (0 - luz alveolar) (e -
septos).
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O anticorpo anti-CD20 apresentou imunomarcacao, tanto nos alvéolos
como nos septos alveolares. A andlise quantitativa desses linfocitos mostrou
maior expressdo de células positivas nos pulmdes de casos controles em
relacdo aos de DPI, com correlagdo estatisticamente significante (Tabela 4,

Gréfico 5, Figura 5).
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Grafico 5 - Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacao para linfécitos CD20 na luz alveolar e
septos na DPl e nos controles (0o - luz alveolar) (e -
septos).

5.3.2 Avaliacao dos macrofagos

Os anticorpos CD68 e o CD14 apresentaram positividade para

macréfagos no epitélio e luz alveolar, assim como nos septos alveolares. Foi

observada expressiva imunomarcacao celular na luz alveolar na DPI quando

comparada com os controles (p<0,0001) (Tabela 4, Gréficos 6 e 7, Figura 5).
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CD68 - células/mm 2

CD14 - células/mm 2

500
° DPI controle
o
400+
[ J
o
3009 o0,0° ¢
o [ J
2004 —° o° .
[o) ... ° [ ] °
Syo? g
- 00 — 0,0
100 o, cge? 00 ..5.
000 S’ ﬁ;
0 p< 0, 0001
Grafico 6 — Pulmdo - avaliacdo quantitativa da

imunomarcacao para macrofagos (CD68) na luz alveolar e
septos na DPI e nos controles (o- luz alveolar) (e - septos).
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Gréfico 7 — Pumdo - avaliacdo quantitativa da

imunomarcacéo para macrofagos (CD14) na luz alveolar e
septos na DPl e nos controles (0o - luz alveolar) (e -
septos).

5.3.3 Avaliacao de células Natural Killer (NK)

As células NK demonstraram positividade, tanto na luz alveolar como

nos septos. Houve rara imunomarcacao de células NK nos pulmdes com

DPI com maior imunomarcagao nos casos controles, tanto na luz alveolar
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como nos septos alveolares, apresentando significancia estatistica (p< O,

0001) (Tabela 5, Gréfico 8, Figura 5).
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Grafico 8 — Pulmdo - avaliacdo quantitativa da

imunomarcacé@o para CD57 na luz alveolar e septos na
DPI (o - luz alveolar) (e - septos).

5.3.4 Avaliacao das células dendriticas

Imunomarcacéo positiva para os anticorpos CD1a e S100 foram vistas
tanto no espaco alveolar como nos septos alveolares com maior positividade
nos septos, ressaltando-se a maior imunomarcacdo em nameros absolutos
nos casos controle, com significAncia estatistica no CDla quando
comparados os casos de DPI e os pulmdes controles (Tabela 5, Graficos 9 e

10, Figuras 5 e 6).
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Grafico 9 — Pulmdo - avaliacdo quantitativa da

imunomarcacao para S100 na luz alveolar e septos na DPI
e nos controles (o- luz alveolar) (e - septos).
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Gréfico 10 — Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcac@o para CDla na luz alveolar e septos na
DPI e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).

5.3.5 Avaliacdo de complemento, ICAM-1, Toll-2 e SP-A

Imunomarcacdo positiva para os anticorpos C3 foi observada no
espaco alveolar com maior expressao que os controles (Gréfico 11).

Houve maior expressdo em alvéolos e septos de ICAM-1, Toll-2 e SP-

A (Figura 6 e Gréficos 12, 13 e 14).

Irineu Francisco Delfino Silva Massaia



Avaliagdo da resposta imune inata in situ no pulmao na doenga pneumocdcica invasiva 64

200
DPI controle
N
£ 150+ o
e o
2 o
©
= 100+ o
NG} o
9 ° °
[ J
301 % 200
08 000
OOOQ)oo ® [ ] 5 g
o m 007300
0 *— p< 0, 0001
Grafico 11 - Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacéo para C3 na luz alveolar e septos na DPI e
nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).

150
« DPI controle
£ ° )
a1004 °
C_G [ ]
< % . o
< 501 o0 *
<§E Z5ooootJ >
)
L_) oooooO CX 14
0L e | SRR amde
p< 0, 0001
Gréfico 12 - Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacéo para ICAM-1 na luz alveolar e septos na
DPI e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).
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Grafico 13 — Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacéo para Toll-2 na luz alveolar e septos na
doenca pneumocécica invasiva e nos controles (o - luz
alveolar) (e - septos).
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avaliacdo quantitativa da

imunomarcacao para SP-A na luz alveolar e septos na DPI

e nos controles (0 - luz alveolar) (e - septos).
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5.3.6 Avaliacao da Caspase-3

Houve menor expressdo de Caspase-3 nos alvéolos e septos nos
casos de DPI que nos controles (Figura 6 e Graficol5). A positividade da
reacao foi evidenciada também em raras células epiteliais do

revestimento alveolar.
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Gréfico 15 — Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacéo para Caspase-3 na luz alveolar e septos
na DPI e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).
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Figura 5: Puim&o — DPI — Imunomarcac¢éo de linfécitos TCD4 (A) e TCD8 (B), CD68 (C),
CD57 (D), CD14 (E), CD1la (F) (SABC, X 400)
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Figura 6: Pulméo — DPI — Imunomarcacéo de S100 (A) e ICAM-1 (B), SP-A (C), Toll-2 (D),
Caspase (E) e CD34 (F) (SABC, X 400)
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5.4 Avaliagéo de citocinas

As citocinas exibiram expressao de padrdo variavel de acordo com
cada tipo. Na andlise quantitativa foi observada maior expressao de TNF-
o, IL-10, IL-2R e IL1-B (Figura 7, Tabela 5 e Gréficos 16 a 26). Ocorreu

baixa expresséo de IL-6, IL-8, IFN-y, TGF- e IL-4 (Figura 7, Tabela 5 e

Graficos 16 a 26).

Tabela 5 — Doenca pneumocoécica invasiva: andlise quantitativa no
pulmédo in situ da producdo de citocinas celulares em areas
selecionadas envolvidas na DPI e controles (C).
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Graéfico 16 — Imunoexpressao de citocinas em luz alveolar
de pacientes com DPI.
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Grafico 17 — Imunoexpressao de citocinas septos
alveolares de pacientes com DPI.
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Grafico 18 — Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacao para IL1-p na luz alveolar e septos na DPI
e nos controles (o0 - luz alveolar) (e - septos).
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Gréfico 19 - Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacdo para IL-2R na luz alveolar e septos na
DPI e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).
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Grafico 20 — Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacao para IL-4 na luz alveolar e septos na DPI
e nos controles (o0 - luz alveolar) (e - septos).
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Gréfico 21 - Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacdo para IL-6 na luz alveolar e septos na DPI
e nos controles (o0 - luz alveolar) (e - septos).
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Gréfico 22
imunomarcacao para IL-8 na luz alveolar e septos na DPI
e nos controles (o0 - luz alveolar) (e - septos).
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Gréfico 23 - Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacao para IL-10 na luz alveolar e septos na DPI
e nos controles (0 - luz alveolar) (e - septos).
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— avaliagdo quantitativa da
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Grafico 26 — Pulmdo - avaliagdo quantitativa da

imunomarcacdo para TGF-B na luz alveolar e septos na
DPI e nos controles (o - luz alveolar) (e - septos).
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Figura 7: Pulm&o — DPI — Imunomarcacgéo de IL-6 (A) e IL-8 (B), IL-10 (C), TNF-a (D),
IFN-y (E) e IL1-B (F) (SABC, X 400)
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6 — Discusséao

6.1 Consideragdes clinico-laboratoriais

Os componentes bacterianos e seus produtos que servem de gatilho
para a inflamacgéo sao, geralmente, considerados fatores de viruléncia. Esta
afirmativa assume que os patdégenos, inclusive o0 pneumococo, estdo
equipados com ferramentas moleculares que tém por objetivo agredir o
hospedeiro. Entretanto, a relacéo parasita-hospedeiro pode ser entendida de
uma forma menos cartesiana. Seria mais 0 constante esforco de
sobrevivéncia na fronteira de dois reinos vivos, procariontes e eucariontes,
gue dividem a experiéncia de co-evolucdo ha bilhdes de anos. O objetivo
dos microbios € passar despercebido pelo hospedeiro enquanto vive e se
alimenta nele. Analogicamente, o objetivo do sistema imune do hospedeiro é
bloquear invasores que possam ameacar a homeostase. A doenca resulta
da quebra inadvertida desse delicado equilibrio.

O pneumococo, componente habitual da microflora do trato
respiratorio superior humano e agente infeccioso oportunista, tem sido objeto
de estudo minucioso ha mais de um século (Welch, 1892). Em que pese 0s
avancos na terapia antibiotica do século XX que trouxeram a0 menos uma
pausa tempordaria na mortalidade, as interacbes dos pneumococos com 0o
organismo humano ainda permanecem ndo reveladas na sua totalidade.
Avancos na compreensdo dos detalhes da sepse estao revelando a enorme

complexidade dos parasita e hospedeiro (Cohen, 2002).
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A doenca pneumocécica atinge todas as idades com predilecdo pelo
sexo masculino (Klein, 1981; Robinson et al., 2001). A idade média dos
doentes estudados foi de 46 anos, variando entre 12 e 74 anos e com a
proporgdo de 45% para homens e 55% para mulheres, discordando da
literatura estudada no que diz respeito a predilecdo pelo sexo. A literatura
relaciona extremos de idade (menor de 2 anos e maior que 65 anos) com
maior susceptibilidade a bacteremia e mortalidade (WHO, 1998; Alanee et
al., 2007; Gilbert et al., 1994; Kalin et al., 2000; Macfarlane et al., 1982; Fine
et al., 1996). Uma vez que nossa casuistica excluiu os menores de 12 anos,
encontramos apenas 2 (9%) casos em maiores de 65 anos. Idealmente, uma
amostra maior poderia revelar maior relacdo da idade avancada com
bacteremia e morte.

Em relacdo também ao perfil epidemiologico e em concordancia com
a literatura estudada, todos os casos apresentaram pelo menos uma
situacdo como fator de risco para infeccdo pneumocdcica, sendo
preponderantes o etilismo 9%, tabagismo 12,5% e nivel socioeconémico
baixo 100%.

Em relacdo aos fatores de mortalidade, além da idade comentada, a
bacteremia ocorreu em 100% dos Obitos e foi critério de inclusdo da
casuistica. A considerar que todos 0s casos apresentaram quadro clinico de
sepse grave e choque séptico com infeccdo de corrente sanguinea pelo
pneumococo secundario a pneumonia, todos os casos tiveram foco
extrapulmonar corroborando a literatura no favorecimento de mortalidade

(Van Dam et al., 1990).
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N&o conseguimos recuperar nos registros do Hospital das Clinicas da
FMUSP os sorotipos pneumocécicos dos casos, entdo, ndao pudemos
estabelecer relagdo de mortalidade com algum sorotipo em especial. Da
mesma forma, ndo encontramos documentado em prontuario relato de
imunizagdo prévia ao pneumococo em nenhum dos casos, bem como néo
houve registro de titulacdo de antigeno e anticorpo capsulares polissacéarides
pneumocadcicos, também impossibilitando estudar o nexo como fator de
mortalidade para a doenca pneumocadcica invasiva.

Em relacdo as doencas de base, 18 casos (81,8%) tinham pelo
menos uma condicdo clinica relacionada ao pior prognostico na doenca
pneumocdcica invasiva, como o uso de corticoide 50%, neoplasia 27,2%,
cirrose hepatica 22,7%, insuficiéncia renal cronica 9%, diabetes mellitus
4,5% e transplante hepatico 4,5%. Apesar da coinfeccdo com HIV ser fator
de maior mortalidade para DPI (Breiman et al., 2000), a nossa casuistica
excluiu os pacientes com HIV como forma de evitar influéncia da
imunossupressao consequente a infeccdo pelo HIV sobre achados
histolégicos da DPI no pulméo.

Todos os pacientes apresentaram choque séptico, enfatizando a
caracteristica do pneumococo em produzir toxina alfa, toxina pirogénica e
seus superantigenos. Apesar de a literatura ressaltar como comum o
empiema por complicacdo de pneumonia pneumocadcica principalmente com
bacteremia, nenhum dos pacientes apresentou tal complicacdo. Em acordo
com a literatura, todos os casos apresentaram febre, tremores ou calafrios,

taquicardia, tosse com expectoracdo purulenta, dor toracica e dispineia. Os
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dois pacientes com idade superior a 65 anos apresentaram confusdo mental
flutuante e evoluiram para dellirium hipoativo durante a internacdo. A
propedéutica pulmonar dos casos fora descrita em prontuario como alterada,
sendo descritos apenas roncos e estertores. Demais achados propedéuticos
pulmonares caracteristicos da infeccdo pneumocdcica no pulmdo (som
macico, broncofonia etc.) n&o estdo registrados ou documentados em
prontuario. Entretanto, os sinais e sintomas mais evidentes e que sao
obtidos mais facilmente na anamnese e exame fisico mais elementar ja
apontavam o diagnéstico de infeccdo pulmonar. Ainda mais, a radiografia de
torax de todos os casos era alterada, descrita com infiltrado pulmonar
localizado e unilateral em 90% dos casos e com infiltrado bilateral nos
demais. Derrame pleural esteve descrito em metade dos pacientes e nao
houve referéncia de cavitacgbes em nenhum caso. Tais achados
radiograficos sdo concordantes com as referéncias consultadas em literatura
e, aliados a apresentacdo clinica, indicaram o diagnéstico de infeccéo
pulmonar bacteriana grave com sepse ou choque séptico. Todos 0s casos
receberam, a admissao hospitalar, antibiéticoterapia com cobertura para
Streptococcus pneumoniae além de cobertura para outros agentes comuns
em infec¢cdes pulmonares graves da comunidade. Dessa forma, nenhum dos
casos sofreu interferéncia de maior gravidade na evolugdo da doenca por
falta de antibidtico especifico para o pneumococo, mesmo antes do
resultado das culturas.

Todos os casos tinham isolamento de Streptococcus pneumoniae

sensiveis a penicilina, apesar de os estudos epidemiolégicos, no Brasil,
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apontarem resisténcia a penicilina de 10 a 28%. Estudos relacionam a
resisténcia a penicilina com menor capacidade de invasédo (Levin et al.,
1998). Entretanto, ndo podemos afirmar que, pelo fato dos pneumococos

dos casos serem sensiveis a penicilina, tenha ocorrido maior facilidade para

a invasao.

6.2 Achados histopatolégicos na DPI em comparacdo com a literatura

A progressao da pneumonia publicada por Laennec (1932) e Loosli
(1940), na era pré-antibidtica, possui guatro estagios:
espessamento/congestdo, hepatizacdo vermelha, hepatizacdo cinzenta e
resolucdo. Os casos analisados apresentaram pneumonia lobar, todos na
fase de hepatizacdo cinzenta com intenso exsudato neutrofilico, abundante
presenca de macréfagos, hemorragia alveolar, congestdo capilar e debris
celulares. E consenso que a pneumonia pneumococica € muito comum
(Brandileone et al., 2006; Goldman et al., 2009) e pode causar um quadro
clinico dramético devido a intensa inflamacédo pulmonar. A defesa inata e a
defesa mediada por anticorpos podem controlar a infeccdo em alguns casos
e a pneumonia lobar grave se resolveria caso a arquitetura pulmonar original
fosse preservada ou tivesse condicbes de retornar ao estado funcional
normal (restitutio ad integrum). Nao se observou, na presente casuistica de
casos de DPI, a fase de resolucédo, quando haveria lise da fibrina e reducéo
progressiva do exsudato inflamatério, permitindo a entrada de ar nos

alvéolos (Geraldo, 2006; Robbins, 2007). A intensa destruigdo da arquitetura
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pulmonar observada nos casos de DPI suscita a ideia da inabilidade da
resposta inflamatéria desses pacientes em controlar a multiplicacdo
bacteriana sem que ocorra producao excessiva de detritos inflamatorios pela
lise bacteriana intensa. Isto € fundamental para a recuperacao e representa
um ponto de inflexdo entre a vida e a morte no curso da doenga. De acordo
com o verificado pelo exame histolégico dos pulmdes ficou patente a
inabilidade do hospedeiro para lidar com o grave processo inflamatério que
acometeu os pacientes, pois os alvéolos estiveram ocupados por grande
guantidade de células inflamatorias, liquido de edema, fibrina, membranas
hialinas. A essa situagéo aliou-se o intenso comprometimento inflamatorio
septal com necrose do revestimento de pneumodcitos. O conjunto de
alteracoes alveolares e septais certamente impediu as trocas respiratorias e

pode ser responsabilizado pela gravidade do processo.

6.3 Como se da a progressdo do pneumococo e a reacdo do tecido

pulmonar na DPI?

O pneumococo é presumidamente, aerossolizado da nasofaringe para
o alvéolo, ultrapassando o epitélio ciliar, uma vez que ndo tem a capacidade
de aderir neste (Tuomanem et al.,, 1986). Possivelmente, em 12,5% de
nossa casuistica, a invasao foi facilitada por lesdo do epitélio respiratério
pelo tabagismo. Nao houve referéncia em prontuario a respeito de infeccéo
viral prévia a infecgdo pneumocécica que pudesse favorecer a invasao. Nao

foram detectados outros agentes infecciosos no tecido pulmonar dos casos
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investigados. Uma vez localizado na via aérea, o pneumococo libera
pneumolisina e peréxido de hidrogénio que exacerbam a lesdo de mucosa e
inibem o batimento ciliar (Feldman et al., 1990). O epitélio alveolar constitui
excelente sitio de adesdo ao pneumococo (Tuomanem, 1995). Estudo
patolégico das lesdes pneumbnicas muito recentes mostrou a bactéria
flutuando livremente em fluido seroso na superficie de pneumdcitos tipo 2
(Rake et al.,, 1936). A presenca do pneumococo no alvéolo ndo leva
necessariamente a inflamacdo a menos que haja multiplicacao (Talbot et al.,
1996). Nosso estudo ndo observou pneumococo livre no pulméo em nenhum
dos casos, provavelmente pelo tempo de exposicdo da bactéria a resposta
inflamatdria aguda (média de 8,8 dias) e ao tratamento instituido. A cinética
dos eventos patoldgicos durante a progressao da infeccdo pneumococica no
pulméo, descrita na literatura, sustenta nossa observacdo. A multiplicacéo
bacteriana ocorre livre nas fases de espessamento ou congestdo e na fase
de hepatizacdo vermelha, culminando 36 horas apds a aspiracdo do
pneumococo para o alvéolo (Hamburger et al., 1940; Mold et al. 2002). Pode
se seguir, entdo, a bacteremia como resultado da adesdo pneumocécica e
da invasao das células alveolares (Osler, 1897). O edema se inicia a partir
do endotélio induzido por sinalizacdo resultante da ativacdo da via
alternativa da cascata do complemento (Wood et al., 1946). Citocinas pro-
inflamatdérias comecam a aparecer no lavado bronco-alveolar nas primeiras
horas da fase de espessamento, ao nivel maximo na fase de hepatizacéo
vermelha (18-24 h)(Fillion et al., 2001). Nesta fase, a atividade citolitica da

pneumolisina € exuberante e o endotélio ativado expressa o fator tecidual,
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gatilho para a atividade pro-coagulante (Gould et. al., 2002). Durante a fase
de hepatizacdo cinzenta, ap0s 48 horas da aspiracdo do pneumococo,
leucécitos polimorfonucleares sdo recrutados e comecam a controlar a
multiplicagdo pneumocécica (Hamburger et al., 1940). A ativacdo do
complemento pela pneumolisina auxilia neste clareamento bacteriano (Hirst
et al., 2002). O resultado da infeccdo depende, pelo menos em parte, da
capacidade do hospedeiro em suportar a inflamacao associada com a morte
do pneumococo. Nossos achados séo, portanto, concordantes com a
literatura estudada que afirma que nesta fase de evolugcdo de pneumonia
ndo haveria bactérias presentes em tecido pulmonar (Geraldo, 2006;
Robbins, 2007). Além disso, todos os pacientes receberam antibidticoterapia
especifica para o pneumococo durante a evolugdo, o que favoreceu a

reducado do indculo bacteriano.

6.4 Resposta imune

A resposta imune do hospedeiro € 6rgao-especifico e nem sempre o
gue é aferido no sangue reflete o0 que esta ocorrendo nos locais de leséo
(Raz, 2007). Para a melhor caracterizacdo do processo patolégico optamos
pela averiguacdo das alteracbes celulares fenotipicas, de citocinas e de
outros fatores envolvidos na resposta imune no sitio da lesdo pulmonar na

DPI.
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6.4.1 Macréfagos (CD68 e CD14) e pneumococo na DPI

Nos pulmdes de DPI encontramos uma maior expressdo de
macrofagos (CD68 e CD14) alveolares em comparacdo com pulmdes
controles (p<0.0001). Nao houve diferenga estatisticamente significante, da
expressdo de macréfagos nos septos alveolares em comparagcdo com 0s
controles. Isto pode ser explicado pelo processo estar ocorrendo, na sua
maior magnitude, dentro dos alvéolos, por se tratar de pneumonia lobar e
ndo de pneumonia intersticial. Os macrofagos alveolares derivam de
mondcitos circulantes ou sao provenientes dos proprios pulmdes
(macréfagos residentes), originados provavelmente dos remanescentes
mielopoiéticos existentes no territorio alveolar (Geraldo, 2006). Cada alvéolo
possui macrofagos residentes, que representam a primeira linha de defesa
do compartimento alveolar, o que torna os pulmdes um oOrgao especial e
diferente de outros tecidos onde os neutréfilos sdo as primeiras células
presentes nos focos inflamatorios (Robbins, 2007). Os macrofagos
alveolares residentes contribuem para a defesa do hospedeiro na fase inicial
da resposta imune inata contra bactérias nos pulmdes, por meio da
fagocitose dos agentes infecciosos (Franke-Ullmann et al., 1996; Underhill et
al., 2002). Nos pulmdes da DPI, provavelmente, os macréfagos residentes
exercem esta funcdo por j4 estarem de prontiddo no interior dos alvéolos.
Em consequéncia da secrecao de fatores quimiotaticos dos pneumacitos tipo
II, macréfagos adicionais sao atraidos para este microambiente (Robbins,

2007). Entretanto, em que pese a maior quantidade de macréfagos
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alveolares encontrados na DPI, a ativacdo desses macréfagos é a viga-
mestre na patogénese da pneumonia. Estudo murino sobre o papel dos
macrofagos alveolares na pneumonia pneumocadcica encontrou que, mesmo
depletados, os macréfagos ativados conseguiram o clareamento bacteriano
(Knapp et al., 2003). Outros estudos associaram deple¢cdo quantitativa de
macrofagos e qualitativa (ndo ativados) com diminuicdo do clareamento
bacteriano (Broug-Holub et al., 1997; Leemans et al., 2001; Cheung et al.,
2000). Essa ativacdo poderia ser considerada se houvesse expressao
significativa de IL-8 e TGF-B (Robbins, 2007; Abbas et al., 2003), por
exemplo, e que ndo ocorreu nos casos de DPI investigados. Assim sendo,
apesar de aumentados no sitio da lesdo, os macrofagos nao foram capazes
de clarear dos alvéolos os debris celulares, fibrina, hemacias que abarrotam
os alvéolos e comprometem os fenébmenos respiratérios. Os macrofagos
expressando CD14 também estiveram aumentados nos septos alveolares

denotando a migracao dessas células para os alvéolos.

6.4.2 Células Natural Killer (NK) na DPI

Nos pulmdes com DPI, observamos em todos os casos diminui¢do da
expressdo de células NK teciduais tanto intra-alveolar como septal (p< 0
0,001) em relacao aos pacientes controles.

AS NK sé@o células com capacidade natural ou espontanea de matar
patégenos microbianos e seu repertério imunolégico confere a capacidade a

essas células em tornar imediata e eficaz a resposta imune inata contra
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patdgenos (Bancroft, 1993). O achado de diminuicdo das NK nos pulmdes
nos casos de DPI traduz o papel fundamental de comprometimento de um
brago extraordinario da imunidade inata em sua habilidade de resolucéo do
processo desencadeado frente a agressdo representada pelo pneumococo.
As células NK séo descritas como importantes para a sinalizagdo do perfil
Th1l e sua deficiéncia é correlacionada a episédios septicémicos recorrentes
(Biron et al., 1989; Bancroft, 1993; Jawahar et al., 1996). Elas possuem dois
principais mecanismos para o controle de infeccbes: matar alvos apés a
ativagao por via citotoxica e produzir citocinas, em especial, o IFN-y, citocina
crucial para direcionamento para uma resposta adapativa de perfil Thl (Trip
et al., 1993, 1994). Na DPI tornou-se explicito o comprometimento de um
dos pilares da resposta imune inata, Assim sendo, poder-se-ia pensar que a
inducdo de sua ativacdo poderia representar uma linha alternativa para

tratamento da DPI, a ser investigada.

6.4.3 Células de Langerhans CD1la na DPI

Encontramos nos casos de DPI significativa baixa expressdo de
células de Langerhans, tanto nos alvéolos como nos septos (p<0, 0001).

Estas células sdo células dendriticas imaturas, encontradas em
muitos oOrgdos e tecidos, inclusive no pulmao, cuja principal funcdo é
aprisionar e transportar antigenos proteicos para os linfonodos drenantes
(Abbas, 2003; Robbins, 2007). Durante sua migracdo para os linfonodos

amadurecem em células dendriticas, podendo apresentar antigenos de
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forma eficiente as células T virgens (Geraldo, 2006). Sua baixa expressao
também sinaliza para o comprometimento da resposta imune inata na DPI,

pois representa o elo de ligac&o entre os dois tipos de imunidade.

6.4.4 Células dendriticas S-100 na DPI

Encontramos significativa maior expressao de células dendriticas nos
alvéolos (p<0,001), mas sem diferenca estatisticamente significante nos
septos. Essas celulas comp&em instrumento da transicdo da resposta imune
inata para a resposta adaptativa e fazem parte do grupo das células
acessorias, nao linfoides das quais depende o inicio e o desenvolvimento da
resposta imune adaptativa (Abbas et al., 2003). Nossos achados divergem
da literatura consultada que correlaciona a infeccdo pneumocdcica com
inducdo de apoptose das células dendriticas (Colino et al.,, 2003). No
microambiente tecidual pulmonar da DPI encontrou-se baixa expressédo de
caspase-3 indicando que no sitio da lesdo nao foram verificados fenémenos

expressivos de apoptose.

6.4.5 Apoptose, citocinas pro-inflamatorias, Toll e SP-A na DPI

A avaliacdo da resposta imune in situ nos pulmdes de DPI pode

caracterizar um ambiente de intensa resposta inflamatéria aguda e morte

celular por necrose e nao por apoptose. Julgamos importante a menor

expressao local pulmonar de caspase-3 na DPI, pois esse achado confirma
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gua a morte celular tecidual nas é&reas de pnuemonia se faz
preferencialmente por necrose. Também ocorreu diminuicdo da expressao
de TGF-B, uma citocina fortemente relacionada a apoptose. Tomados em
conjunto, esses resultados podem indicar uma estratégia defensiva do
pneumococo inibindo a morte celular programada. Nossos achados
resultantes da avaliagdo quantitativa in situ da expressdo de caspase-3
diferem, portanto, daqueles de Ali F et al., 2003 e Zychlinsky A et al., 1997,
gue consideram que o pneumococo induziria apoptose dos macréfagos.
Deve ser considerado também o fato observado em estudo murino de
Dockrell e colaboradores em 2003, que relacionou a apoptose de
macréfagos frente a infeccdo pneumococica, porém com baixo indculo
bacteriano. O modelo murino com baixo inéculo bacteriano foi caracterizado
pelo clareamento do pneumococo sem recrutamento de polimorfonucleares,
auséncia de bacteremia e sobrevivéncia dos animais. ISso nos sugere que
na infeccdo pulmonar invasiva com grande indculo bacteriano, isolamento do
pneumococo em corrente sanguinea, como nos casos estudados, ocorra
inibicdo da apoptose. Mais ainda, a literatura descreve a apoptose ou morte
celular programada como programa evolutivamente conservado,
regulamentado genética e bioquimicamente para desempenhar papel
fundamental durante o desenvolvimento e homeostase dos tecidos de
organismos multicelulares (Steller, 1995). Em contraste com a necrose, a
apoptose permite ao organismo eliminar células lesadas de uma maneira
imunologicamente silenciosa e assim preservar a funcdo do 6rgéo (Savill,

1996; Dallaire et al., 2001). Acreditamos, entdo, que na DPI, o dano
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pulmonar pela morte por necrose celular foi tamanho que impediu a fungéo
priméria e vital dos pulmdes: a respiracdo. Destruiu-se o agente causal e
com ele o 6rgao e o individuo.

Serdo necessarias futuras investigacdes para caracterizar em
definitivo o papel da apoptose na DPI a fim de que se possa considerar o
uso de terapéuticas alteranativas antiapoptoticas

A maior expressado nos casos de DPI de CD68, CD14, IL-1, TNF-a e
ICAM-1 corroboram a literatura quando da caracterizacdo de uma resposta
inflamatdria aguda frente ao pneumococo (Rijneveld et al., 2001; Bergeron et
al., 1998; Rijneveld et al., 2002; Talashima et al., 1997; Lauw et al., 2002).

Na DPI houve aumento de SP-A que assim contribui para a
guimiotaxia de neutrofilos para a regiao, justificando a grande quantidade de
neutrofilos observada pela avaliacéo histopatoldgica.

Pudemos constatar que, frente a infeccdo pneumocécica invasiva, 0s
receptores padrdo de reconhecimento microbiano Toll 2 estiveram
aumentados em relacdo aos controles. Tal fato favoreceria a ativacdo de
macréfagos, NK, células dendriticas e complemento com producdo de
citocinas-chave para o desenvolvimento de resposta inflamatéria aguda
eficiente, além de sinalizacdo para uma resposta Thl competente.
Realmente, houve aumento de macréfagos, de células dendriticas S100+,
exsudacdo de polimorfonucleares neutréfilos, ativacdo do complemento e
expressdo aumentada de moléculas de adesdo do endotélio (CD34, ICAM-
1). A maior expressdo nos casos de DPI de citocinas pro-inflamatorias (IL-

1,TNFa) e de ICAM-1, corrobora estudos de caracterizacdo da resposta
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inflamatoria aguda frente ao pneumococo (Rijneveld et al., 2001; Bergeron et
al., 1998; Tuomanen, 1986).

Entretanto, em que pese esses achados, a diminuicdo significativa
das células NK e de células de Langherans, torna explicito o
comprometimento da imunidade inata na DPI.

Desconhecemos, de acordo com a literatura consultada, analise de IL-
6 e IL-8 no tecido pulmonar frente a DPI. Existem relatos de favorecimento
da expresséao dessas citocinas frente a exposi¢cédo ao pneumococo (Rijneveld
et al., 2001; Lauw et al., 2002; Madsen et al.,, 2000). Nossa pesquisa
demonstrou baixa expressdo de IL-6 e IL-8 na DPI. Isso comprometeria o
mecanismo de quimiotaxia, fato que pode ser interpretado como mais uma
evidéncia do comprometimento da imunidade inata na DPI. A identificacdo
de baixos niveis de IL-6 e IL-8 em pacientes de DPI poderia eventualmente
ser usada como fator de mau prognaostico.

Como o tempo médio de evolucao para 6bito foi de 8,8 dias na nossa
casuistica, seria esperado uma resposta imune adaptativa ja instalada.
Entretanto, isto ndo ocorreu na DPI, pois as células TCD4 e TCD8 estiveram
depletadas significativamente. Isto, aliado a diminuicdo das células NK,
poderia justificar a baixa expressado de IFNy detectada na DPI. Talvez esse
fato dependa também do aparecimento de linfécitos ativados somente mais
tarde no curso da inflamacédo (Hand et al., 1974). As baixas expressfes de
TCD4, TCDS8, CD20 e IL4 nos casos de DPI denotam que a sinalizagédo para

a resposta imune adapativia humoral estd comprometida.
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A verificacdo de baixa expressao de TCD8 na DPI certamente remete
ao comprometimento da atividade citotdxica frente ao pneumococo.

Além disso, a baixa expressdao de IL-4 estaria relacionada a
diminuic@o dos linfécitos B observados na lesdo pulmonar. A ocorréncia de
aumento de expressao de IL-10 também poderia contribuir para o efeito
regulatério da inflamacéo e diminuicdo da expressao de IFN-y.

O microambiente dos casos de DPI evidenciou significante expressao
de C3 quando comparado com o grupo controle, denotando que o
pneumococo ativou a resposta imune inata pelas vias do complemento
(classica e alternativa) na tentativa de promover opsonizacao, fagocitose e
morte do pneumococo. O microambiente encontrado reforca a ideia de que,
apos a invasdo do pneumococo, a liberacdo das citocinas pré-inflamatorias
favoreceu o aumento da permeabilidade vascular, a lesdo endotelial, a
vasodilatacdo, a excessiva exsudacéo de fluido e proteinas plasmaticas, o
acumulo de neutréfilos que, na resultante, causaram muito mais dano
tecidual do que controle do pneumococo.

Todos os eventos em conjunto sinalizam para impedimento de uma
resposta adaptativa efetora eficaz contra o pneumococo.

Os achados encontrados nessa investigagdo convergem para a
caracterizacao de que as lesdes teciduais graves na DPI seriam decorrentes
do comprometimento inicial da imunidade inata, em especial das células NK
e das células apresentadoras de antigeno, o que leva ao prejuizo da
imunidade adaptativa protetora, concomitante a reducdo da apoptose que

funcionaria como possivel estratégia defensiva do pneumococo.
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Os mecanismos imunopatogenéticos envolvidos na DPIl podem ser

visualizados na Figura 8.

Patogénese da doenga pneumocécica invasiva no pulméao
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Figura 8: Patogénese da doenca pneumocodcica invasiva no pulméao
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7 — Conclusao

Concluséao geral

As lesbes teciduais graves na Doenca pneumocdcica invasiva ( DPI)
seriam decorrentes do comprometimento parcial da imunidade inata, em
especial das células NK e das células de Langherhans, levando ao prejuizo
da imunidade adaptativa que se associou a reducdo da apoptose habitual do
hospedeiro, um mecanismo peculiar do Streptococcus pneumoniae como

estratégia de evaséao.

Conclusdes especificas

1. A DPI nos pulmdes caracterizou-se por um ambiente de intensa
resposta inflamatéria aguda e morte celular por necrose que impediram a
funcao vital da respiracédo, sem evidéncias de resolucéo do processo.

2. A evolucao para o6bito dos pacientes com DPI ndo depende apenas
da pronta instituicdo terapéutica e da sensibilidade do pneumococo a
penicilina.

3. Na DPI, a baixa ocorréncia de apoptose relacionada a baixa
expressdo de TGF-B poderia ser resultante de sua inibicdo pelo alto inéculo
pneumocécico, traduzido pela bacteremia encontrada.

4. Na DPI, a baixa expressdo de NK e de células de Langerhans
indicam comprometimento inicial da imunidade inata que favorece o
desequilibrio da resposta inflamatéria local, fundamental para o desfecho

favoravel da infeccgéo.
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5. A magnitude do processo inflamatdrio agudo na DPI ocorreu com a
expressdo aumentada de TNF-a, IL1-B, ICAM-1 e CD34 responsaveis pelos
fendmenos vasculares e exsudativos da doenca.

6. A baixa expressdao de IL-6 e IL-8 na DPI, sinalizando
comprometimento da imunidade inata e da quimiotaxia de neutrdfilos,
poderiam ter aplicabilidade clinica como marcadores de mau prognostico.

7. Na DPI, o aumento da expressao de SP-A no pulméao representa
mecanismo compensatério face ao comprometimento da quimiotaxia
mediada por citocinas.

8. A maior expressao de Toll-2 na DPI em comparacdo com 0sS
controles sinaliza para o reconhecimento do pneumococo como invasor,
apesar do comprometimento da imunidade inata.

9. Na DPI existe comprometimento da imunidade adaptativa
demonstrada pela baixa expressdo de IFN-y, de TCD4 e de TCDS,
possivelmente pelo detrimento da imunidade inata.

10. Ocorreram na DPI mecanismos compensatorios a intensa
resposta inflamatdria no pulmao por meio da expressdo aumentada de IL-10

e baixa expresséo de IL-4.
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8 — Anexos

Anexo 1 — Dados demograficos dos 22 casos de DPI e dos controles

Paciente Sexo Idade HAS DM DPOC ICC ICO IRC NEO ETILISMO CORTICOIDE CIRROSE ESPLENECT FALCIFORME TRANSPLANTE HIV DATA INTERNAGAO DATA OBITO | TEMPO
F 60 N N N N N N N S N N N N N N
M 28 N S N N N N N N N N N N N N 27/12/01 29/12/01 2
M 70 N N N N N N S N S N N N N N 05/05/01 06/05/01 1
M 62 N N S S N N N N N N N N N N 16/04/01 23/04/01 7
F 12 N N N N N N N N S N N N N N 21/05/01 22/05/01 1
M 58 N N N N N S S N S N N N N N 20/06/01 22/06/01 1
F 56 N N N N N N N N S N N N N N
F 74 N N S N N N N N S N N N N N 22/05/02 03/06/02 12
F 55 S N N N N N N N N N N N N N 02/06/02 11/06/02 9
M 40 N N N N N N N N N N N N N N
F 40 N N N N N N N N S S N N N N
F 36 S N N N N S N N N N N N N N 19/02/03 20/02/03 1
M 73 N N N N N N N N N N N N N N
F 52 N N N N N N S N S S N N S N 15/10/03 11/11/03 27
M 13 N N N N N N N N S S N N N N
F 23 N N N N N N S N S N N N N N 28/06/97 19/07/97 19
F 28 N N N N N N S N N N N N N N
M 49 N N N N N N N N N S N N N N
M 62 S N S S N N N N S N N N N N 03/11/98 20/11/98 17
F 13 N N N N N N N N S N N N N N
F 62 N N N N N N S N N N N N N N
M 53 N N N N N N N N N S N N N N
[20 ] N [ 22 [ 20 ] N [ 20 ] N [ 20 ] N [ 20 ] N | 20 [ N [ 20 | N [ 20 | N |
| 9 Média 46 3 Média 3 Média 0 Média 6 Média 1 Média 0 Média 1 Média 88
| 1 D.P. 20 17 D.P. 17 D.P. 20 D.P. 14 D.P. 9 D.P. 20 D.P. 19 D.P. 9,0
Mediana 525 Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana 7
Minimo 12 Minimo Minimo Minimo Minimo Minimo Minimo Minimo 1
[ 45,0% Méximo 74 15,0% Maximo 15,0% Maximo 0,0% Méaximo 30,0% Maximo 55,0% Maximo 0,0% Méaximo 5,0% Maximo 21
| 55,0% 1.C.95% 8,233410542 85,0% 1.C.95% 85,0% 1.C.95% 100,0% 1.C.95% 70,0% 1.C.95% 45,0% 1.C.95% 100,0% 1.C.95% 95,0% 1.C.95% 5%
1.C.95% min 38,08477128 1.C.95% min 1.C.95% min 1.C.95% min 1.C.95% min 1.C.95% min 1.C.95% min 1.C.95% min Bi5)
1.C.95% méx 54,55159236 1.C.95% méx 1.C.95% méx 1.C.95% méx 1.C.95% méx 1.C.95% méx 1.C.95% max 1.C.95% méx 141
| | I
continua
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Anexo 1 — Dados demograficos dos 22 casos de DPI e dos controles (continuacéo)

Sexo Idade HAS DM DPOC IcC ICO IRC NEO ETILISMO CORTICOIDE CIRROSE ESPLENECT FALCIFORME TRANSPLANTE HIV DATA INTERNACAO DATA OBITO | TEMPO
HC- 258-03 M 25 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 718-03 F 58 N N N N N N N N N N N N N N
HC-2218-03 F 47 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 1738-02 F 46 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 1830-03 M 45 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 4490-03 M 40 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 3888-03 M 22 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 024-03 F 27 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 4795-03 M 28 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 2290-03 F 48 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 1155-03 F 38 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 2207-03 M 56 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 1875-03 M 54 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 1689-03 F 22 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 2652-03 M 52 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 2576-02 F 60 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 1877-03 M 28 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 953-03 M 23 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 2926-03 M 43 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 2811-03 F 44 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 3087-02 M 46 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 167-03 F 44 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 3611-03 F 21 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 2463-02 F 38 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 2432-03 M 31 N N N N N N N N N N N N N N
HC- 5335-02 M 50 N N N N N N N N N N N N N N
[ ] N 26 24 N 2% N 24 N 24 N 24 N 24 N 24 N ]
| 0 Média 40,07692308 0 Média 0 Média 0 Média 0 Média 0 Média 0 Média 0 Média
| 0 D.P. 11,9127598 0 D.P. 0 D.P. 0 D.P. 0 D.P. 0 D.P. 0 D.P. 0 D.P
Mediana 435 Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
Minimo 22 Minimo Minimo Minimo Minimo Minimo Minimo Minimo
| 0,0% Méximo 60 0,0% Maximo 0,0% Méximo 0,0% Méximo 0,0% Méximo 0,0% Méximo 0,0% Maximo 0,0% Maximo
[ 0,0% 1.C.95% 4,579033304 0,0% 1.C.95% 0,0% 1.C.95% 0,0% 1.C.95% 0,0% 1.C.95% 0,0% 1.C.95% 0,0% 1.C.95% 0,0% 1.C.95%
1.C.95% min 35,49788977 1.C.95% min 1.C.95% min 1.C.95% min 1.C.95% min 1.C.95% min 1.C.95% min 1.C.95% min
1.C.95% méx 44,65595638 1.C.95% méx 1.C.95% méx 1.C.95% max 1.C.95% max 1.C.95% méx 1.C.95% méx 1.C.95% méx
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Anexo 2 — Dados histolégicos dos 22 casos de DPI e dos controles

ALVEOLOS | Pneum | [Pneum II] Hemorragia [ edemal] fibrina | M Hialina [ neutréfilos | eosinéfilos [ macréfagos [ cel. gigantes [ linfocito [ debris cel | necrose
01-1046 1 1 1 1 0 0 1
97-559 1 1 0 0 0 1 0 1
98-974 1 1 1 0 1 0 0 1
01-615 1 1 1 0 1 0 1 0 1
01-1264 1 1 1 1 0 1 0 1
01-512 1 1 1 1 0 1 0 1
97-856 1 1 1 1 0 1 0 1
97-836 1 1 [ 0 | [ o | 0 1
97-826 1 1 1 1 0 1 0 1
03-482 1 1 0 0 0 1 0 1
03-937 1 1 1 0 0 1 0 1
98-731 1 1 1 1 0 1 0 1
99-570 1 1 0 0 1 [ 0 1 0 1
03-732 1 1 0 0 1 0 1 0 1
03-153 1 1 1 1 0 1 0 1
01-381 1 1 0 0 0 1 0 1
98-1343 1 1 0 0 0 1 0 1
02-583 1 1 1 1 0 1 0 1
02-335 1 1 0 [ o | [ 0 |
03-1048 1 1 o | 1 [ o | | 0 |
02-561 1 1 o [ 1 | o |
01-432 1 1 1 1 0 0
[N 22 [ 22 T 22 T 22 [ 22 | 22 ] 22 [ 22 [ 22 T 22 [ 22 |
[ausente [ 0 1 0 6 12 0 22 0 22 0 3 0
leve 1 6 9 12 10 9 0 16 0 18 8 1
2 12 7 4 0 8 0 4 0 4 9 10
3 3 6 0 0 5 0 2 0 0 2 11
4,5% 0,0% [27,3%] 54,5% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0% | 13,6% | 0,0%
27,3% [ 40,9% | 54,5% [ 45,5% 40,9% 0,0% 72,7% 0,0% 81,8% | 364% | 4,5%
54,5% [31,8%[18,2%[ 0,0% 36,4% 0,0% 18,2% 0,0% 18,2% | 40,9% | 45,5%
13,6% | 27,3%[ 0,0% | 0,0% 22,7% 0,0% 9,1% 0,0% 0,0% 9,1% | 50,0%
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
continua
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Anexo 2 — Dados histolégicos dos 22 casos de DPI e dos controles (continuacao)

SEPTO | Espessamento [ congestéo | edema | fibrose | linfocitos | macréfagos | plasmécitos | neutrdfilo | eosindfilos [ Trombose [ necrose
01-1046 1 1 0 1 1 0 1 0 0
97-559 1 0 1 1 0 1 0 0
98-974 1 1 1 1 0 1 0 0
01-615 1 0 1 0 0 1 0 0
01-1264 1 1 1 1 0 1 0 0
01-512 1 0 1 1 0 1 0 0
97-856 1 1 1 1 0 1 0 0
97-836 1 1 1 1 0 1 0
97-826 1 1 1 1 0 1 0 0
03-482 1 0 1 1 0 1 0 0
03-937 1 0 1 1 0 1 0 0
98-731 1 0 1 0 0 1 0 0
99-570 1 0 1 1 0 1 0 0
03-732 1 0 1 1 0 1 0 0
03-153 1 1 1 1 0 1 0 0
01-381 1 1 1 1 0 1 0 0
98-1343 1 1 1 0 1 0 0
02-583 1 1 1 0 1 0 0
02-335 1 0 1 0 0
03-1048 1 0 1 0 0
02-561 1 0 1 0 0
01-432 1 0 1 0 1
22 22 22 22 22 22 | 22 22 22 22 22 Ne ]
0 0 1 9 0 2 22 0 22 20 0 0 |ausente
22 1 17 12 21 18 0 22 0 1 0 1 |leve
0 7 3 1 1 2 0 0 0 1 10 2
0 14 1 0 0 0 0 0 0 0 12 3
0,0% 0,0% 4,5% | 40,9% | 0,0% 9,1% 100,0% 0,0% 100,0% 90,9% 0,0%
100,0% 4,5% 77,3% | 54,5% | 95,5% 81,8% 0,0% 100,0% 0,0% 4,5% 0,0%
0,0% 31,8% 13,6% | 4,5% 4,5% 9,1% 0,0% 0,0% 0,0% 4,5% 45,5%
0,0% 63,6% 4,5% | 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 54,5%
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
continua
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Anexo 2 — Dados histolégicos dos 22 casos de DPI e dos controles (continuacao)

SEPTO

Espessamento

congestédo

edema

fibrose

linfécitos

macroéfagos

plasmécitos

neutréfilo

eosinofilos

Trombose

HC- 258-03

HC- 718-03

HC-2218-03

HC- 1738-02

HC- 1830-03

HC- 4490-03

HC- 3888-03

HC- 024-03

HC- 4795-03

HC- 2290-03

HC- 1155-03

HC- 2207-03

HC- 1875-03

HC- 1689-03
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Anexo 2 — Dados histolégicos dos 22 casos de DPI e dos controles (continuacao)
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Anexo 2 — Dados

histolégicos dos 22 casos de DPI e dos controles (continuacao)
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Anexo 3 — Fendtipos celulares, citocinas, C3, ICAM-1, SP-A, CASPASE-3, Toll-2

CASPASE 3 CDI1A CD4 CD8 CD20 CD57 CD68 INFGAMA
Paciente Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo
8 48 6.4 336 212 848 112 16 48 0 16 0 65,6 73,6 48 6.4
144 48 24 212 40 912 352 92,8 0 6.4 0 16 329,6 30,9 6,4 16
32 16 192 62,4 224 40 304 212 48 0 16 0 299,2 624 304 0
0 48 144 784 352 9 128 96 16 16 32 0 2928 76.8 32 16
272 32 16 224 288 2712 48 0 0 16 0 1712 366.4 32 0
12,8 8 352 304 212 73,6 224 14,4 16 0 0 0 19,2 1744 16 48
48 32 24 128 24 11,2 48 32 0 0 0 212 217,6 112 6.4
16 6.4 112 288 25,6 68,8 144 17,6 32 0 0 16 241,6 25,6 48 8
48 48 48 32 112 176 112 16 0 16 0 0 2832 224 48 0
48 6.4 48 304 144 304 304 25,6 32 48 0 4752 24 336 0
48 64 128 288 208 24 336 80 32 16 16 64 4336 192 96 32
8 16 288 336 8 24 48 11,2 48 16 16 0 145,6 688 352 64
9,6 16 17,6 384 6.4 272 48 32 16 0 16 0 84,8 3104 32 48
8 0 9.6 224 14,4 24 11,2 288 16 32 0 16 107,2 249,6 256 32
32 32 48 304 11,2 384 16 8 16 16 16 0 1296 179.2 32 16
64 0 112 20,8 16 32 6,4 6.4 16 16 16 0 225,6 2112 16 16
48 11,2 8 258 8 32 32 1 16 0 0 0 304 158,4 128 16
0 48 48 21,2 0 224 6,4 64 16 1,6 48 438 2832 44,8 1,6 32
8 16 96 448 8 432 19,2 11,2 32 0 32 48 142,4 224 36,8 8
64 48 144 36,8 0 2712 32 0 0 0 16 0 1424 192 2712 17,6
16 0 112 432 48 9.6 32 48 16 16 16 0 1136 352 24 0
16 16 176 33,6 8 176 32 6.4 64 0 48 0 1296 68,8 304 16
[ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 22 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 22 [ 2 [ 2 |
6,11 5,02 12,58 3397 14,98 38,40 13,96 17,35 2,33 124 145 0,95 189,67 111,88 14,98 371
4,46 5,70 847 13,85 11,18 26,74 11,09 2390 1,76 171 147 1,89 126,96 104,42 12,72 4,08
5,60 4,80 11,20 30,40 12,00 28,00 11,20 8,80 1,60 0,80 1,60 0,00 144,00 68,80 10,40 2,40
0,00 0,00 320 16,00 0,00 320 1,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 19,20 19,20 1,60 0,00
16,00 21,20 35,20 78,40 40,00 96,00 35,20 92,80 6,40 6,40 4,80 6,40 475,20 366,40 36,80 17,60
1,86 2,38 3,54 owig) 4,67 11,17 4,63 9,99 0,74 0,71 0,62 0,79 53,05 43,63 531 171
424 2,64 9,04 28,18 10,31 21,23 9,33 131 1,59 0,52 0,84 0,16 136,62 68,25 9,67 2,00
791 7,40 16,12 39,76 19,65 49,57 18,60 21,34 3,06 1,95 2,07 1,74 242,73 155,51 20,30 542
continua

Irineu Francisco Delfino Silva Massaia



Avaliagdo da resposta imune inata in situ no pulméo na doenga pneumocdcica invasiva

Anexo 3 — Fendtipos celulares, citocinas, C3, ICAM-1, SP-A, CASPASE-3, Toll-2 (continuacgéo)

104

CASPASE 3 CD1A CD4 CD8 CD20 CD57 CD68 INFGAMA
Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo
HC- 258-03 48 6.4 416 75,2 352 384 144 49,6 48 20,8 24 97,6 1104 129.6 33,6 17,6
HC- 718-03 12,8 6.4 62,4 73,6 224 416 17,6 48 438 16 192 1104 25,6 48 32 20,8
HC-2218-03 8 6.4 92,8 1328 224 44,8 19,2 512 64 16 12,8 912 33,6 67,2 112 224
HC- 1738-02 32 32 51,2 33,6 256 46,4 16 464 64 208 16 97,6 99,2 108,8 129,6 464
HC- 1830-03 19,2 438 107,2 72 16 544 8 36,8 32 16 128 94,4 116,8 108,8 816 49,6
HC- 4490-03 64 32 1232 102,4 19,2 60,8 144 33,6 6.4 24 17,6 84,8 91,2 84,8 169,6 40
HC- 3888-03 32 48 73,6 140,8 256 46,4 12,8 40 8 258 19,2 76,8 65,6 1104 73,6 17,6
HC- 024-03 21,2 0 107,2 1376 212 44,8 12,8 48 8 24 16 81,6 1088 209,6 336 352
HC- 4795-03 16 8 44,8 86,4 25,6 48 11,2 49,6 8 19,2 192 86,4 54,4 158,4 36,8 76,8
HC- 2290-03 48 144 81,6 208 20,8 304 17,6 448 9.6 224 144 912 704 129.6 96 52,8
HC- 1155-03 8 6.4 36,8 206,4 19,2 49,6 144 512 64 19,2 12,8 88 624 1488 33,6 128
HC- 2207-03 112 144 416 49,6 17,6 352 16 46,4 8 17,6 17,6 72 59,2 153,6 464 60,8
HC- 1875-03 48 32 46,4 784 8 256 176 49,6 8 288 20,8 81,6 36,8 67,2 384 304
HC- 1689-03 176 48 84,8 51,2 9,6 192 16 432 32 208 16 89,6 304 73,6 224 67,2
HC- 2652-03 32 16 49,6 24 24 32 9,6 46,4 6.4 33,6 17,6 88 19,2 92,8 128 62,4
HC- 2576-02 8 12,8 116,8 512 16 24 9,6 51,2 0 28,8 19,2 139,2 46,4 129,6 91,2 72
HC- 1877-03 24 11,2 84,8 68,8 18,8 40 19,2 384 192 258 16 126,4 75,2 179,2 54,4 432
HC- 953-03 16 6.4 65,6 59,6 288 448 12,8 49,6 64 304 17,6 96 784 145,6 9,6 11,2
HC- 2926-03 112 384 84,8 464 25,6 73,6 17,6 46,4 32 288 12,8 107.2 624 166,4 49,6 1392
HC- 2811-03 192 224 464 27,2 352 224 19,2 432 64 24 20,8 1088 44,8 1312 67,2 54,4
HC- 3087-02 16 212 144 62,4 40 24 144 412 8 258 17,6 1248 212 1248 212 108,8
HC- 167-03 112 336 36,8 32 40 32 12,8 448 9,6 19,2 144 107,2 208 1184 448 336
HC- 3611-03 176 6.4 32 356 208 512 112 464 64 24 176 94,4 19,2 89,6 57,6 88
HC- 2463-02 64 8 256 72 9,6 19,2 144 33,6 48 19,2 19,2 68,8 304 100,8 304 1344
HC- 2432-03 304 64 432 46,4 6,4 25,6 16 33,6 6.4 24 16 81,6 432 113,6 512 46,4
HC- 5335-02 16 144 49,6 86,4 20,8 41,6 128 49,6 6.4 224 144 107,2 752 132,8 41,6 49,6
26 [ 26 26 [ 26 26 [ 26 26 | 26 [ 26 [ 26 26 [ 26 26 | 26 26 | 26 |
12,00 10,58 62,15 79,23 22,32 39,08 14,52 44,72 6,71 22,98 16,98 95,88 57,97 120,12 51,82 53,60
7,84 9,72 31,36 49,38 8,93 13,46 3,10 5,63 3,33 4,67 2,83 16,87 29,90 37,38 37,90 3411
11,20 6,40 50,40 70,40 21,60 40,80 14,40 46,40 6,40 2320 17,60 92,80 56,80 121,60 43,20 48,00
1,60 0,00 3,20 24,00 6,40 19,20 8,00 33,60 0,00 16,00 12,80 68,80 19,20 48,00 320 11,20
30,40 38,40 123,20 208,00 40,00 73,60 19,20 51,20 19,20 33,60 24,00 139,20 116,80 209,60 169,60 139,20
3,01 3.74 12,05 18,98 343 518 119 217 128 1,80 1,09 6,49 11,49 14,37 14,57 1311
8,99 6,85 50,10 60,25 18,89 33,90 13,33 42,56 543 21,18 15,90 89,39 46,48 105,75 37,25 40,49
15,01 14,32 74,21 98,21 25,75 44,25 15,71 46,89 7,99 24,77 18,07 102,36 69,46 134,49 66,38 66,71
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Anexo 3 — Fendtipos celulares, citocinas, C3, ICAM-1, SP-A, CASPASE-3, Toll-2 (continuacgéo)

ILIBETA IL2R IL4 IL6 IL8 1L10 TNFALFA TGFBETA
Paciente Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo
8 49,6 17,6 48 16 24 0 19,2 3.2 0 19,2 46,4 1328 1008 48 86,4
24 36,8 16 32 6,4 6,4 32 208 0 16 0 0 1952 83,2 48 736
25,6 136 16 16 8 64 0 144 0 0 448 432 432 832 11,2 68,8
112 86,4 9,6 0 112 16 0 112 0 0 40 49,6 912 97,6 32 40
6,4 272 32 32 48 48 0 6,4 0 0 24 19,2 784 704 9,6 40
212 624 0 16 0 48 0 9,6 0 32 24 928 944 59,2 112 49,6
0 0 16 32 8 0 96 16 48 16 384 592 40 25,6 194 512
0 0 16 16 8 112 12,8 144 16 0 19,2 62,4 352 46,4 208 44,8
17,6 68,8 0 0 0 48 6,4 33,6 0 16 208 384 80 2712 11,2 60,8
336 832 25,6 6,4 8 48 32 24 8 0 19,2 36,8 1104 624 128 544
112 704 32 16 48 8 0 6.4 3.2 0 33,6 43,2 59,2 32 14,4 44,8
208 1216 32 0 9,6 16 0 9,6 12,8 16 224 52,8 80 432 6,4 33,6
128 56 16 16 0 112 0 48 16 0 288 46,4 1728 80 144 416
208 704 16 0 48 16 0 48 8 0 208 40 97,6 48 128 36,8
32 304 0 6,4 16 48 0 32 0 0 384 62,4 49,6 144 32 30,4
112 65,6 16 0 32 32 0 48 48 32 9,6 288 544 736 48 336
144 68,8 16 16 48 8 0 32 288 0 11,2 672 99,2 129.6 32 448
128 52,8 16 0 16 32 0 9,6 16 0 17,6 43,2 288 24 48 30,4
12,8 62,4 32 48 9,6 16 32 17,6 16 32 224 46,4 163,2 64 8 416
8 416 0 0 16 16 16 48 16 0 208 432 68,8 68,8 112 33,6
96 496 16 0 8 32 0 32 16 16 128 352 76,8 48 11,2 464
144 57,6 0 16 144 0 0 48 0 16 14,4 43,2 112 544 9,6 30,4
[ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 [ 2 |
1389 58,98 37 1,96 6,11 6,62 182 11,13 378 087 22,76 4545 89,24 66,62 9,68 46,25
8,69 32,01 6,25 2,09 449 5,93 3,50 7,92 6,50 118 10,91 18,09 44,94 31,63 5,02 14,85
12,80 60,00 1,60 1,60 5,60 4,80 0,00 9,60 1,60 0,00 20,80 4320 80,00 63,20 10,40 4320
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 320 0,00 0,00 0,00 0,00 28,80 24,00 320 30,40
33,60 136,00 25,60 6,40 16,00 24,00 12,80 33,60 28,80 3,20 44,80 92,80 195,20 144,00 20,80 86,40
3,63 13,38 2,61 0,87 1,88 2,48 1,46 331 2,72 0,49 4,56 1,56 18,78 13,22 2,10 6,21
10,26 45,61 110 1,09 423 414 0,35 182 1,06 0,38 18,21 37,90 70,46 53,40 7,59 40,05
17,52 72,36 6,32 284 7,98 9,10 328 14,44 6,50 137 2132 53,01 108,01 79,84 11,78 52,46
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Anexo 3 — Fendtipos celulares, citocinas, C3, ICAM-1, SP-A, CASPASE-3, Toll-2 (continuacgéo)

ILIBETA IL2R L4 IL6 IL8 IL10 TNFALFA TGFBETA
Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo
HC- 258-03 208 112 32 16 81,6 97,6 0 19,2 8 1,6 32 0 0 9,6 352 72
HC-718-03 32 0 16 0 784 76,8 0 24 32 16 48 0 0 112 304 1152
HC-2218-03 9,6 12,8 16 0 60,8 99,2 0 17,6 16 16 0 16 0 112 20,8 33,6
HC- 1738-02 176 144 16 0 1008 107,2 16 288 48 0 32 0 0 128 38,4 94,4
HC- 1830-03 208 112 0 0 65,6 54,4 0 25,6 19,2 9,6 48 0 0 11,2 54,4 100,8
HC- 4490-03 112 176 16 0 72 944 16 24 128 64 6,4 0 48 208 65,6 59,2
HC- 3888-03 0 0 16 0 784 96 0 208 12,8 8 32 0 64 438 2288 1264
HC- 024-03 112 24 0 16 624 68,8 0 224 112 6.4 8 16 16 9,6 1344 94,4
HC- 4795-03 144 208 1,6 16 107,2 1296 32 208 49,6 8 32 48 6.4 12,8 97,6 288
HC- 2290-03 8 9,6 0 0 94,4 126,4 0 19,2 8 0 32 16 16 8 75,2 104
HC- 1155-03 0 0 0 0 57,6 67,2 0 212 48 32 32 0 0 48 624 67,2
HC- 2207-03 144 176 0 0 108,8 1232 0 24 208 6.4 48 0 0 64 2784 784
HC- 1875-03 9,6 176 0 0 784 49,6 0 208 33,6 8 16 32 0 48 208 94,4
HC- 1689-03 16 176 32 0 64 20,8 0 19,2 8 32 32 0 0 0 62,4 59,2
HC- 2652-03 384 64 0 16 0 0 0 24 224 16 16 32 0 48 17,6 212
HC- 2576-02 27,2 9.6 0 0 48 59,2 32 224 27,2 48 32 16 0 32 59,2 88
HC- 1877-03 176 112 0 0 46,4 752 16 17,6 36,8 32 8 16 0 48 68,8 288
HC- 953-03 25,6 48 0 438 33,6 784 0 19,2 448 96 6,4 16 0 128 163,2 81,6
HC- 2926-03 17,6 9,6 0 16 36,8 81,6 0 192 36,8 64 32 32 0 32 52,8 76,8
HC- 2811-03 19,2 8 32 0 24 75,2 0 24 352 48 0 32 0 112 704 68,8
HC- 3087-02 24 8 0 0 19.2 68,8 0 17,6 32 32 0 0 0 19,2 19,2 16
HC- 167-03 33,6 6.4 0 0 49,6 62,4 0 16 40 128 32 16 0 0 36,8 86,4
HC- 3611-03 12,8 32 0 0 144 176 0 192 20,8 32 0 32 16 19,2 448 208
HC- 2463-02 112 0 16 16 112 36,8 0 20,8 17,6 16 0 16 0 17,6 49,2 7
HC- 2432-03 0 0 48 0 33,6 36,8 0 21,2 112 0 0 32 0 0 304 56
HC- 5335-02 17,6 0 16 0 144 752 0 11,2 128 32 48 0 6.4 24 76,8 448
[ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 [ 26 |
1545 9,29 1,05 0,55 5323 72,25 043 21,23 20,62 4,55 3,20 142 111 9,54 72,85 69,05
9,62 713 1,35 1,10 3242 32,95 0,97 391 13,99 3,38 2,39 145 221 6,66 63,43 30,27
15,20 9,60 0,00 0,00 53,60 75,20 0,00 20,80 18,40 3,20 320 1,60 0,00 9,60 56,80 72,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,20 1,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 17,60 16,00
38,40 24,00 4,80 4,80 108,80 129,60 320 28,80 49,60 12,80 8,00 4,80 6,40 24,00 278,40 126,40
3,70 2,74 0,52 0,42 12,46 12,67 0,37 1,50 5,38 1,30 0,92 0,56 0,85 2,56 24,38 11,63
11,75 6,55 0,53 0,13 40,77 59,58 0,06 19,73 15,24 3,26 2,28 0,86 0,26 6,98 48,47 57,41
19,14 12,03 157 0,98 65,69 84,91 0,80 22,73 25,99 585 412 197 196 12,10 97,23 80,68
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Anexo 3 — Fendtipos celulares, citocinas, C3, ICAM-1, SP-A, CASPASE-3, Toll-2 (continuacao)
C3 CD14 CD34 ICAM-1 S100 SpA TOLL-2
Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo
46,4 9,6 44,8 36,8 43,2 64 35,2 52,8 1,6 6,4 252,8 80 75,2 17,6
17,6 6,4 75,2 35,2 76,8 132,8 120 40 3,2 6,4 145,6 56 59,2 16
27,2 1,6 75,2 43,2 46,4 2464 448 35,2 1,6 9,6 59,2 65,6 25,6 8
35,2 14,4 8 14,4 36,8 364,8 36,8 28,8 3,2 9,6 107,2 41,6 12,8 32
20,8 4,8 33,6 108,8 33,6 83,2 34,8 80 0 3,2 164,8 80 27,2 28,8
16 1,6 30,4 14,4 12,8 62,4 25,6 65,6 0 9,6 120 64 35,2 25,6
83,2 27,2 46,4 33,6 27,2 78,4 28,8 25,6 1,6 9,6 2112 49,6 20,8 6,4
24 6,4 81,6 92,8 9,6 72 62,4 22,4 3,2 14,4 116,8 44,8 46,4 16
41,6 6,4 67,2 67,2 12,8 56 107,2 88 3,2 11,2 100,8 27,2 24 9,6
30,4 6,4 88 62,4 24 190,4 57,6 32 32 9,6 2112 48 54,4 9,6
72 6,4 1,6 16 46,4 312 16 9,6 32 11,2 305,6 48 25,6 8
36,8 1,6 48 52,8 30,4 246,4 44,8 27,2 1,6 8 180,8 56 17,6 3,2
113,6 19,2 33,6 28,8 14,4 60,8 49,6 24 1,6 9,6 140,8 41,6 12,8 35,2
132,8 56 32 65,6 19,2 113,6 38,4 25,6 32 11,2 156,8 51,2 22,4 4.8
41,6 17,6 56 123,2 14,4 124,8 14,4 12,8 1,6 14,4 164,8 64 48 17,6
25,6 4,8 32 6,4 16 62,4 76,8 126,4 1,6 11,2 161,6 52,8 12,8 1,6
33,6 22,4 49,6 153,6 6,4 30,4 3,2 8 1,6 11,2 121,6 40 20,8 12,8
22,4 9,6 22,4 6,4 20,8 105,6 19,2 6,4 1,6 8 1712 41,6 20,8 4.8
1472 51,2 59,2 32 12,8 416 352 8 1,6 12,8 284,8 56 57,6 19,2
8 8 8 4,8 17,6 54,4 17,6 12,8 1,6 11,2 56 44.8 6,4 3,2
94,4 41,6 112 36,8 11,2 59,2 4.8 4.8 1,6 11,2 296 41,6 9,6 9,6
43,2 16 19,2 9,6 6,4 49,6 16 112 3,2 12,8 99,2 32 11,2 0
22 [ 22 22 [ 22 22 22 22 [ 22 22 [ 22 2 | 22 [ 22
50,62 15,42 46,55 46,84 24,51 118,69 40,42 33,96 2,04 10,11 164,95 51,20 29,38 11,85
39,35 15,66 28,37 41,33 17,11 93,60 30,06 31,16 1,01 2,63 70,94 13,47 19,06 9,31
36,00 8,80 45,60 36,00 18,40 75,20 35,20 25,60 1,60 10,40 159,20 48,80 23,20 9,60
8,00 1,60 1,60 1,60 6,40 30,40 3,20 4,80 0,00 3,20 56,00 27,20 6,40 0,00
147,20 56,00 112,00 153,60 76,80 364,80 120,00 126,40 3,20 14,40 305,60 80,00 75,20 35,20
16,44 6,54 11,86 17,27 7,15 39,11 12,56 13,02 0,42 1,10 29,64 5,63 7,96 3,89
34,17 8,88 34,69 29,57 17,36 79,58 27,86 20,94 1,61 9,01 135,30 4557 21,42 7,96
67,06 21,96 58,40 64,11 31,66 157,80 52,98 46,99 2,46 1121 194,59 56,83 37,35 15,75
continua

Irineu Francisco Delfino Silva Massaia




Avaliagdo da resposta imune inata in situ no pulméo na doenga pneumocdcica invasiva

Anexo 3 — Fendtipos celulares, citocinas, C3, ICAM-1, SP-A, CASPASE-3, Toll-2 (continuacgéo)
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C3 CD14 CD34 ICAM-1 S$100 SpA TOLL-2

Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo Alvéolo Septo

HC- 258-03 8 12,8 4,8 1,6 0 120 64 4,8 9,6 9,6 11,2 8 27,2 4,8
HC- 718-03 11,2 11,2 1,6 0 0 107,2 4,8 3,2 0 6,4 3,2 1,6 19,6 9,6
HC-2218-03 11,2 3,2 3,2 1,6 0 97,6 6,4 1,6 0 9,6 14,4 14,4 3,2 0
HC- 1738-02 14,4 8 1,6 3,2 0 52,8 3,2 0 0 4,8 41,6 25,6 0 0
HC- 1830-03 8 8 16 0 0 115,2 8 3,2 0 0 17,6 33,6 6,4 1,6
HC- 4490-03 22,4 0 16 1,6 0 108,8 1,6 16 0 9,6 36,8 17,6 3,2 1,6
HC- 3888-03 4,8 3,2 0 0 0 94,4 1,6 3,2 0 9,6 19,2 9,6 6,4 1,6
HC- 024-03 33,6 6,4 3,2 1,6 0 33,6 3,2 0 0 3,2 19,2 1,6 0 0
HC- 4795-03 27,2 0 3,2 3,2 0 134,4 3,2 1,6 0 8 16 9,6 12,8 1,6
HC- 2290-03 30,4 17,6 1,6 1,6 0 126,4 3.2 1,6 8 9,6 43,2 19,2 1,6 4,8
HC- 1155-03 4,8 6,4 0 0 0 17,6 3,2 0 0 4,8 9,6 19,2 9,6 4,8
HC- 2207-03 70,4 27,2 1,6 1,6 0 54,4 4,8 1,6 0 16 72 0 6,4 0
HC- 1875-03 6,4 1,6 3,2 0 0 12,8 4,8 3,2 0 0 11,2 0 0 0
HC- 1689-03 51,2 8 0 1,6 0 6,4 6,4 0 0 11,2 35,2 1,6 4,8 0
HC- 2652-03 16 12,8 0 0 0 9,6 4,8 3,2 0 14,4 6,4 0 3,2 0
HC- 2576-02 24 9,6 0 1,6 0 49,6 6,4 4,8 8 19,2 4,8 6,4 1,6 0
HC- 1877-03 49,6 14,4 16 0 0 17,6 6,4 4,8 0 48 48 11,2 3,2 0
HC- 953-03 20,8 6,4 0 0 0 51,2 6,4 3,2 0 3,2 33,6 14,4 3,2 0
HC- 2926-03 4,8 6,4 0 1,6 0 4,8 4,8 0 1,6 19,2 22,4 3,2 4,8 0
HC- 2811-03 16 0 1,6 1,6 0 4,8 1,6 1,6 0 11,2 33,6 16 3,2 0
HC- 3087-02 1,6 3,2 0 3,2 0 46,4 3,2 1,6 1,6 9,6 8 3,2 8 0
HC- 167-03 44,8 8 0 0 0 9,6 1,6 1,6 6,4 35,2 3.2 6,4 6,4 1,6
HC- 3611-03 33,6 8 0 0 0 44,8 0 0 0 14,4 11,2 4,8 4,8 4,8

HC- 2463-02 20,8 3,2 1,6 0 0 30,4 0 0 0 12,8 19,2 0 0 12,8
HC- 2432-03 27,2 3,2 1,6 4,8 0 4,8 3,2 1,6 0 12,8 14,4 6,4 16 0
HC- 5335-02 16 6,4 4,8 0 0 11,2 1,6 0 1,6 14,4 8 1,6 6,4 1,6
26 [ 26 26 26 26 26 26 [ 26 26 [ 26 26 | 26 26 26

22,28 7,51 1,48 1,17 0,00 52,55 6,09 1,85 1,42 10,52 21,66 9,05 6,23 1,97

16,99 6,05 1,50 1,32 0,00 44,68 12,00 1,61 2,94 7,21 16,74 8,77 6,42 3,24

18,40 6,40 1,60 1,60 0,00 45,60 3,20 1,60 0,00 9,60 16,80 6,40 4,80 0,00

1,60 0,00 0,00 0,00 0,00 4,80 0,00 0,00 0,00 0,00 3,20 0,00 0,00 0,00

70,40 27,20 4,80 4,80 0,00 134,40 64,00 4,80 9,60 35,20 72,00 33,60 27,20 12,80

6,53 2,33 0,57 0,51 #NUM! 17,18 4,61 0,62 1,13 2,77 6,43 3,37 2,47 1,25

15,75 5,18 0,90 0,66 #NUM! 35,38 1,48 1,23 0,28 7,75 15,23 5,67 3,76 0,72

28,81 9,83 2,05 1,68 #NUM! 69,73 10,70 2,47 2,55 13,30 28,10 12,42 8,70 3,22
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Anexo 4 — Aprovacdo da Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

dand
M

APROVACAO

O Presidente da Comissdo de Etica para Andlise de

Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, APROVOU,
ad referendum, o Protocolo de Pesquisa n° 782/05, intitulado “Avaliagdo da
Resposta Imune Inata /7 situ em pulmdo na pneumococcemia”, apresentado

pelo Departamento de Patologia.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de

Salde n° 196, de 10.10.1996, inciso IX.2, letra "c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Profa. Dra. Maria Irma Seixas Duarte

Pesquisador(a) Executante: Dr. Irineu Francisco Delfino Silva Massaia

CAPPesq, 04 de Outubro de 2005.

W oL
M}\x GALN,
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Paulo - SP

* Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet usp br / secretariacappesq2@hcnet.usp br
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