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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é um dos principais patdgenos oportunistas responsaveis pelas
infeccdes nosocomiais. Essas infec¢cdes representam um grave problema de satide para
pessoas com feridas graves e queimaduras, sendo responsdvel por altas taxas de
mortalidade nos pacientes. Os tecidos cronicamente lesados apresentam microdreas de
hipdxia, pouco vascularizadas, que sdo extremamente dificeis de serem tratadas, diminuem
e alteram os efeitos dos medicamentos propiciando que linhagens multiresistentes desse
patogeno infectem e sobrevivam. Assim, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de
tratamentos que sejam eficazes tanto no combate do patégeno, como na regeneracdo do
tecido destruido. A terapia com oxigena¢do hiperbarica (HBO) promove a regeneracdo
tecidual pela formagdo de novos vasos, apresenta propriedades bacteriostiticas e
bactericidas e pode atuar de forma sinérgica com antibidticos. O objetivo geral deste
trabalho foi avaliar o papel da HBO no crescimento de P. aeruginosa, na agao de imipenem
e em macrofagos e peles artificiais infectadas com esse patdgeno. Nossos resultados
mostraram que a exposi¢do de seis cepas de P. aeruginosa a HBO (100% de O, a 3 ATA
pressdo) diminui o crescimento bacteriano, além de potencializar o efeito de
imipenem/cilastatina no combate a esta bactéria. A exposicdo a HBO durante 90 minutos
protegeu macréfagos peritoneais da lise causada pela infeccdo bacteriana. Quando peles
artificiais infectadas com P. aeruginosa foram expostas a HBO a carga bacteriana destes
tecidos diminuiu. Os nossos resultados evidenciam a importancia do tratamento hiperbarico

no controle de infec¢des causadas por este patdgeno.

Palavras-chaves: HBO, oxigenacdo hiperbdrica, imipenem, macréfagos, Pseudomonas

aeruginosa, peles artificiais.



ABSTRACT
Pseudomonas aeruginosa is a major opportunistic pathogens responsible for nosocomial
infections. These infections represent a serious health problem for people with severe
wounds and burns and are responsible for high mortality rates in these patients. The
chronically injured tissues have small areas of hypoxia, these areas, low vascularization, are
extremely difficult to treat, reduce and alter the effects of medicines providing that
multiresistant strains of this pathogen to infect and survive in these places. Thus, it is
essential to develop a treatment that is effective both in combating the pathogen, as in the
regeneration of damaged tissue. Therapy with hyperbaric oxygen (HBO) promotes tissue
regeneration by new vessel formation, has bacteriostatic and bactericidal properties and can
act synergistically with antibiotics. The aim of this study was to evaluate the role of HBO
on the growth of P. aeruginosa, in the imipenem action and infected macrophages and
artificial skin infected with this pathogen. Our results show that exposure of six strains of
P. aeruginosa to hyperbaric conditions (100% O, at 3 ATA pressure) reduces bacterial
growth, and maximize the effect of imipenem/ cilastatina against this bacterium. Exposure
to HBO for 90 minutes protected macrophages from lysis caused by bacterial infection.
Artificial skins infected with P. aeruginosa and exposed to HBO showed a decrease in
bacterial load. These results support the importance of hyperbaric oxygen therapy in control

infections caused by this pathogen.

Key- words: HBO, hyperbaric oxygen, imipenem, macrophages, Pseudomonas aeruginosa,

artificial skin.



X1

INDICE
Lo INEEOAUCAO. ...ttt et e e e e et e e tbeeesbeeestbeeessaeesnsseesnsneesnseeeanseeenns 1
2. ODBJELIVOS ..ottt ettt e et e et e b e e e te e e ta e e e ta e e e teeennbeeennaeeenraeennees 5
3. Materiais € MELOAOS.............c.coeiiiiiiiiieceeeteee e 6
3.1 Linhagens de P. GeFUGINOSA. .........cccueeeecueeeeiieeeiieeeieeesieeeeieeesieeesseeesesaeessseessseesnsseesnseens 6
3.2 EXPOSIiCA0 @ HBO......iiiiiiiieiieeceeee ettt et e e s 6
3.3 Acdo da HBO com a bactéria crescida em sélido com e sem antibidtico............eevuveeen.ee. 7
3.4 Contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFC)..........cccooviiviiiiinnieeniiiiniieenen, 7
3.5 Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM).........ccceeevvieriiiieeniieeiieeeiieeene 7
3.6 Microscopia Eletronica de TranSmiSSA0.........c.uuieriieerieeeiieeniiieesieeesieeenreeesveeessveesnsneens 8
3.7 Infeccdo de macréfagos peritoneais com P. GerUginoSQ............oocueeevcueeevcueeeniueeiniiiennneenn. 8
3.8 Ensaio de toxicidade da HBO (IMTT).....cuuviiiiiiiiiiiieeeee et 9
3L FIIME. ...ttt ettt ettt et ettt 10
3.10 Peles artificiais como modelo para infecgdo com P. aeruginosa...............c.cceueeeeueenne.. 10
31T HASEOLOZIA 1 nteeenitteeeitie ettt ettt ettt et ettt e et e et e st e e sabte e s bt e e sabeeenaneeeas 11
3.12 Andlise dOs T€SUITAQOS. ...c..eeiuiieiiiiiieie ettt e 11
G RESUIEAAOS ......oooeiiiiiiiiieiee ettt e 12
4.1 Caracterizacdo das cepas bacterianas quanto a sensibilidade/resisténcia....................... 12
4.2 Concentragdes de antibiotico Utilizadas..........ceeveeeiiieeiieeeiiieeie e e 17
4.3 A¢do da HBO em P. aeruginosa crescida em meio sélido com e sem antibidtico......... 17
4.4 Microscopia Eletronica de TranSmiSSA0........ceeeruveerriieeriiieeriiieeniieenieeeniteesieeesreesnieeeens 24
4.5 Infec¢ao de macr6fagos peritoneais Com P. AeTUGINOSA. ........cccvueeecueeeecreeenreeenreeenreennns 28
4.6 Peles artificiais como modelo para infec¢do com P. aeruginosd................oucceeeveueeennnee.. 33
SeDHSCUSSA0. ...ttt ettt s bttt et s bttt et s bt e bt et sbeente e 38
0. COMCIUSDES........eiiiiiiiiiiet ettt b ettt sb et st be et et saeetesanens 43
7. Referéncias bibLioGraficas..............c.cocoviiiiiiiiiiiiieee e 44

B ANIEXOS. ...ttt ettt e et et et et et et eaaa———t————a————————————————————————————————————————_ 48



1. Introducao

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ¢ um bacilo Gram-negativo, aerébio, nao
fermentador da glicose e ndo produtor de esporos pertencente a familia Pseudomonadaceae.
Habitante comum do solo e de outros ambientes naturais € caracterizado por uma imensa
diversidade ecoldgica e talvez seja a espécie que ocupa a mais ampla variedade de nichos
(Joklik, Willet et al. 1994; Tortora, Funk et al. 2005; Kulasekara e Lory 2004; Qarah,
Cunha et al. 2008). Este microrganismo € extremamente adaptavel e chega a utilizar mais
de 80 compostos organicos para a sua proliferacao, tolerando e sobrevivendo bem a grandes
variagOes de temperatura e umidade (Gales, Reis et al. 2001).

P. aeruginosa raramente se torna causa de infeccdes em individuos saudaveis,
assumindo importancia em pessoas com algum comprometimento imunoldgico. Neste
contexto, este patégeno € um dos principais agentes etioldgicos de infec¢des hospitalares
(Gaynes e Edwards 2005; Fuentefria, Ferreira et al. 2008). As infeccdes hospitalares sdo
uma grande preocupacdo para Orgdos publicos de satide e para as comissdes internas de
controle de infeccdao hospitalar. Bactérias Gram-negativas, como P. aeruginosa, sao
patdgenos extremamente importantes que causam infec¢des graves em diferentes partes do
corpo humano e podem levar o paciente a morte (Gales, Menezes et al. 2003; Gales,
Tognim et al. 2003; Mendes, Castanheira et al. 2006).

Dados da literatura médica e microbiolégica e do programa de vigilancia
epidemiolégica e resisténcia antimicrobiana SENTRY (Antimicrobial Surveillance
Program) mostram que P. aeruginosa foi a primeira causa de pneumonia associada a
ventilacdo mecanica, segunda causa de pneumonia hospitalar, infec¢do urindria, infeccao de

feridas cirdrgicas e infeccdo de queimaduras e sétima causa de infeccdes da corrente



sanguinea. Além disso, durante as dltimas quatro décadas a incidéncia deste patégeno foi
responsavel por 10% de todas as infec¢cdes nosocomiais (Hoban, Biedenbach et al. 2003;
Figueiredo-Mendes, Sinto et al. 2005; Jones 2010). P. aeruginosa desempenha um papel
importante como agente etioldgico de infec¢des graves em pacientes com queimaduras. As
queimaduras agudas causam ruptura na barreira protetora da pele e suprimem o sistema
imunolégico, tornando os pacientes altamente susceptiveis a infec¢do bacteriana. A
colonizagdo de queimaduras graves por P. aeruginosa e sua rapida proliferacdo dentro dos
tecidos danificados freqiientemente levam a infec¢des disseminadas, resultando em
bacteremia e choque séptico, responsdveis por altas taxas de mortalidade e morbidade
(Pruitt 1984; Church, Elsayed et al. 2006). O tratamento dessas infecgdes € dificultado pela
resisténcia inata e adquirida de P. aeruginosa a muitos antimicrobianos (MacManus,
Mason et al. 1985; Church, Elsayed et al. 2006). A resisténcia adquirida dessa bactéria se
d4 através de vdrios mecanismos, incluindo a producdo de P-lactamases, expressio de
bombas de efluxo e, mutagdes na parede celular que reduzem os canais de porina (Lambert
2002). A ceftazidima, o meropenem e o imipenem sao os antibidticos mais utilizados para o
tratamento de infeccdes causadas por P. aeruginosa. Porém a administracdo destes
antibidticos tem se tornado cada vez mais complicada devido a crescente ocorréncia de
cepas resistentes (Cacci 2007). Estima-se que pelo menos 50% das mortes em pacientes
queimados sdo resultado de infeccdo, e infec¢des incurdveis tem se tornado uma frequente
ocorréncia em pacientes infectados com P. aeruginosa (Cryz 1984; Church, Elsayed et al.
2006). Assim, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e profildticas para o
controle da infeccd@o bacteriana em pacientes com queimaduras é necessario.

Os tecidos cronicamente lesados, como os apresentados pelas pessoas queimadas,

apresentam microdreas de hipoxia. Estas dreas, pouco vascularizadas, sdo extremamente



dificeis de serem curadas e uma alternativa de tratamento importante a ser investigada é a
HBO (Clark e Moon 1999; Moon e Camporesi 1999). A HBO ¢ um procedimento
terapéutico através do qual 100% de oxigénio é administrado a uma pressdo superior a
pressdo atmosférica (1 ATA — atmosfera absoluta = 760 mm Hg), geralmente entre 2,5 a 3
ATA , levando ao estado de hiperdxia (Plafki, Peters et al. 2000).

O tratamento hiperbdrico participa de multiplos processos durante a cura de uma
ferida, incluindo morte oxidativa de bactérias, re-epitelizacdo e angiogénese (Heng, Harker
et al. 2000; Sheikh, Gibson et al. 2000; Hopf, Gibson et al. 2005; Patel, Chivukula et al.
2005; Gordillo, Roy et al. 2008; Cimsit, Uzun et al. 2009; Niu, Yuan et al. 2011). Mais
especificamente, a HBO eleva os niveis sist€émicos e locais de oxigénio necessdrios para a
producdo de ATP, sintese de proteinas e formacdo de novos vasos, funcdes estas que
estariam alteradas devido a hipdxia tecidual (Clark e Moon 1999; Moon e Camporesi 1999;
Zhang, Chang et al. 2008). As mudancas na tensdao de oxigénio alteram a atividade de
muitos agentes antimicrobianos, o que resulta em efeitos positivos na atividade dos mesmos
contra as bactérias (Park, Muhvich et al. 1991). Estudos realizados com tobramicina,
canamicina e estreptomicina demonstraram que tais drogas sdo mais eficazes na presenca
de elevadas concentragdes de oxigénio (Brown, Silverberg et al. 1968; Greensmith 2004).
O imipenem € um antibidtico importante no tratamento de infec¢des polimicrobianas,
particularmente aquelas causadas por organismos resistentes (Clissold, Todd et al. 1987).
Tal medicamento é uma forma de combate efetiva no tratamento de infec¢des causadas por
P. aeruginosa (Clissold, Todd et al. 1987) porém sua acdo nunca foi avaliada em adic¢do a
terapia com HBO.

Estudos in vitro com macréfagos peritoneais de camundongos infectados com P.

aeruginosa realizados por Weislow e Pakman (1974) demonstraram que, o tratamento com



HBO aumentou o “clearance” de bactérias fagocitadas pelos macréfagos. No entanto, outro
estudo realizado por Morrow e colaboradores, no qual utilizaram células RAW 264,7 e
macroéfagos alveolares revelou que a exposicdo de tais células a altas concentragdes de
oxigénio diminuem a fagocitose de P. aeruginosa (Morrow, Entezari-Zaher et al. 2007).
Desta forma, podemos verificar que o efeito da HBO sobre P. aeruginosa e a atividade
fagocitica de macréfagos ainda ndo é completamente entendido e diferentes resultados sdao
encontrados na literatura.

Uma das limitacdes encontradas na pesquisa com HBO era o fato de ndo existirem
modelos in vitro intimamente relacionados ao tecido humano que pudessem ser utilizados
no desenvolvimento e avalia¢do de protocolos de tratamento (Dimitrijevich, Paranjape et al.
1999). Avancos na pesquisa ao longo dos tltimos 20 anos permitiram o desenvolvimento
de peles criadas em laboratério muito semelhantes a pele humana normal (Ghosh, Boyce et
al. 1997; Chakrabarty, Dawson et al. 1999; Netzlaff, Lehr et al. 2005; MacNeil 2007;
Brohem, Cardeal et al. 2011). Esse tecido equivalente a pele humana, também chamado de
pele artificial, possibilitou o estudo do processo de invasdo microbiana da pele, assim
como, metodologias de combate ou diminui¢do da carga bacteriana de feridas cutineas
(Shepherd, Douglas et al. 2009). Modelos de infeccdo de peles artificiais com P.
aeruginosa ja foram utilizados por alguns autores para estudar o processo de invasdo e
colonizagdo bacteriana da pele e o desenvolvimento de possiveis metodologias de controle
da infec¢@o (Bargues, Boyer et al. 2009; Shepherd, Douglas et al. 2009; Shepherd, Sarker et
al. 2011), porém a abordagem terapéutica da HBO junto a esses modelos nunca foi

avaliada.



2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a acio da HBO no crescimento de P.
aeruginosa.

Os objetivos especificos foram:

1) Estudar a morfologia celular bacteriana e o nimero de bactérias vidveis pos-
tratamento com HBO e HBO + imipenem;

2) Avaliar os efeitos da HBO sobre macréfagos peritoneais, analisando a fagocitose,
o numero de bactérias vidveis e as alteracdes na morfologia das células;

3) Avaliar, a morfologia e a nimero de bactérias de peles artificiais infectadas com

P. aeruginosa, pos-tratamento com HBO.



3. Materiais e métodos

3.1 Linhagens de P. aeruginosa

A cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 foi fornecida pela Prof. Dra. Regina Lucia
Baldini (Instituto de Quimica- USP), a cepa FCO1 (PalMI) resistente e a linhagem 67eNM
pertencem a colecdo de culturas da Dra. Luciana Maria de Hollanda (Instituto de Biologia —
UNICAMP), enquanto que as outras trés linhagens, isolados clinicos de pacientes com
infeccdo de traquéia, foram fornecidas pelo Hospital de Clinicas da Unicamp. As trés
linhagens, denominadas PaHC1, PaHC2 e PaHC3 (Pa = P. aeruginosa; HC = Hospital de

Clinicas), sdo resistentes a imipenem.

3.2 Exposiciao a HBO

A exposicdo a HBO foi realizada em uma camara hiperbarica modular (Research
Chamber, model HB 1300B, Sechrist Inc., Inaheim, CA — USA) com 100% de oxigénio
medicinal (White Martins, Campinas, SP, Brasil) a 3 ATA de pressdo. Mangueiras
circulando dgua quente no interior da cAmara de HBO permitiram o aquecimento da mesma
a temperatura de 37°C. Essas mangueiras foram ligadas a um circulador de dgua com
sistema de aquecimento (PolyScience, série 9100, modelo 9112). A temperatura foi
constantemente controlada através do termOmetro da camara. Para todos os experimentos a
temperatura da camara e estufa foi de 37°C. As culturas de bactérias e peles artificiais

foram tratadas com HBO por 5 horas e as culturas de macréfagos por 90 minutos.



3.3 Acio da HBO com a bactéria crescida em meio solido com ou sem
antibiético

As cepas bacterianas cresceram em 6 ml de meio Muller Hinton (MH) durante 18
horas a 37°C com agitagdo de 150 rpm. Um ml do indculo pré-crescido foi adicionado em
30 ml de meio MH novo e incubado a 37°C durante 3 horas a 200 rpm para que fosse
atingida a fase logaritmica. Aliquotas de 500ul foram distribuidas em placas de petri
contendo meio MH 4gar com ou sem imipenem/cilastatina 500mg (ABL medicamentos do
Brasil). As concentracdes de antibidtico utilizadas variaram de acordo com cada cepa de P.
aeruginosa. Os experimentos foram realizados em triplicata. Apds 5 horas na estufa ou na

HBO, 100ul de cada amostra foi retirada para a contagem de UFC (subitem 3.4).

3.4 Contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFC)

Ap6s 5 horas na HBO ou em estufa, amostras de 1 ml das culturas bacterianas
foram homogeneizadas e adicionadas em microtubo estéril. Deste volume, 100 pl foram
retirados e diluidos em microtubos contendo 900 ul de solugdo salina estéril. Foram feitas 8

diluicdes de razdo 10 para posterior plaqueamento e contagem de UFC.

3.5 Determinac¢io da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima de imipenem (Sigma) e
imipenem/cilastatina 500mg (ABL medicamentos do Brasil) foi realizada segundo as
metodologias de microdilui¢do em caldo, proposta pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (2009), e E-test. Para os testes com microdilui¢do foram testadas diluigdes

de 0,6 pg/ml a 40pg/ml de antibidtico. Também foram feitas placas de meio MH dgar com



concentracdes de 4ug/ml e 16ug/ml de imipenem/cilastatina. Os indculos bacterianos e a

leitura dos resultados foram realizados segundo as normas do CLSI (2009).

3.6 Microscopia Eletronica de Transmissao

As andlises estruturais das bactérias tratadas ou ndo tratadas com HBO foram
realizadas no Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas — UNICAMP em colaboracdo com o Porf. Dr. Paulo Pinto Joazeiro.
Ap06s 5 horas na HBO ou na estufa, com ou sem antimicrobianos, 1 ml de cultura bacteriana
de cada placa foi transferido para microtubos e centrifugado a 12.000 rpm durante 3
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 3% de Glutaraldeido
dissolvido em tampao cacodilato (0,067M de cacodilato; 1% de sucrose (pH 7.3) e estocado
a 5°C). Os microtubos foram incubados por 12 horas a 4°C. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 12.000 rpm durante 3 minutos. O pellet foi novamente lavado em tampao
cacodilato e fixado em tetr6xido de dsmio. As amostras fixadas foram desidratadas em
gradiente de alcodis e 6xido de polipropileno e embebidas em Epon 812. Os cortes semi-
finos e ultra-finos com espessura de 0,5um e 60nm, respectivamente, foram realizados em
ultramicrétomo (Leica Ultracut UCT), colados em grids para microscopia eletronica,
corados com acetato de uranila e visualizados ao microscépio eletronico de transmissao

(Zeiss Leo 906, série 9127) (Clark e Pakman 1971; Arrais-Silva, Collhone et al. 2005).

3.7 Infec¢cao de macrofagos peritoneais com P. aeruginosa
Os macrofagos foram obtidos de camundongos Balb/c fémeas, sauddveis, com 6
semanas de vida, através de lavagem peritoneal. As células foram cultivadas em meio

RPMI 1640 suplementado com 25ug/ml de gentamicina e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)



(Degrossoli, Bosetto et al. 2007). As culturas de células foram mantidas durante 24 horas
em placas de 24 pocos (contendo 2 x 10° macréfagos/poco) em estufa com 21% de O2, 5%
de CO2 e N2 balanceado, a 37°C (Degrossoli, Bosetto et al. 2007). O meio foi retirado, a
cultura lavada com salina e um novo meio sem antibidtico e sem SFB adicionado. Os
macroéfagos foram infectados com a cepa ATCC de P. aeruginosa. Utilizamos propor¢oes
de 0,0002 bactérias: lmacréfago, 0,002 bactérias: 1macréfago, 0,2 bactérias: I1macréfago, 2
bactérias: Imacréfago e 20 bactérias: 1macréfago na infecgdo. As células infectadas foram
mantidas na estufa ou na HBO durante 90 minutos. Apds este tempo retiramos aliquota de
100u1 do sobrenadante para contagem das UFC. Em seguida o sobrenadante foi descartado,
as culturas celulares lavadas trés vezes com salina estéril e adicionado um novo meio com
200pg/ml de gentamicina para morte das bactérias ndo internalizadas. Apés 30 minutos o
meio com antibidtico foi retirado, as culturas celulares lavadas trés vezes com salina estéril
e adicionado salina com 0,1% de Triton X-100. As UFC das células lisadas foram
avaliadas. Os pogos com laminulas foram fixados com metanol e corados com Giemsa para
visualizagdo ao microscépio Optico (Giorgio, Linares et al. 1998). Vinte campos foram
contados por laminula para avaliar o nimero de macréfagos integros observados em cada

tratamento.

3.8 Ensaio de toxicidade da HBO (MTT)

Os macréfagos peritoneais foram expostos durante 90 minutos a HBO ou mantidos
em estufa. Apds os tratamentos as células foram submetidas ao teste de viabilidade celular
MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) (Cell Growth
Determination Kit MTT based, Sigma). O meio de cultura (RPMI 1640) de cada placa foi

retirado e acrescentado 90ul de meio novo e 10ul de solugdo MTT. Em seguida as placas
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foram protegidas da luz e incubadas durante 3 horas na estufa de CO, a 37°C, sendo
homogeneizadas a cada hora. Apds esse periodo, o meio contendo solucio MTT foi
descartado e acrescentado 100ul de MTT solvente. As placas foram mantidas durante 1
hora em temperatura ambiente e agitacdo constante. Em seguida, a absorbancia foi lida no

fluorimetro (BIO-TEK Synergy HT) em comprimentos de onda de 570nm e 690nm.

3.9 Filme

A cultura de macréfagos peritoneais foi infectada com a cepa ATCC de P.
aeruginosa na propor¢do de 0,2 bactérias:lmacrofago e observada por 90 minutos ao
microscopio Zeiss AXIOVERT. A andlise através deste microscopio nos permitiu a captura
de fotos em curtos intervalos de tempo (10 em 10 segundos), possibilitando a criacdo do

filme (Acesso: http://www.youtube.com/watch?v=i4y7MWsTjQU).

3.10 Peles artificiais como modelo para infeccao com P. aeruginosa

Avaliamos o efeito da HBO em infeccdes de pele causadas por P. aeruginosa
utilizando modelos organotipicos que mimetizam a pele humana (Brohem, Cardeal et al.
2011). As peles artificiais foram fornecidas pela Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (USP). A infeccdo das peles artificiais foi
realizada segundo Shepherd, Douglas et al. (2009), com algumas modificacdes. As peles
artificiais foram incubadas com 4ml de meio DME sem SFB e sem antibidtico. As peles
foram infectadas com 1 a 2 x10° bactérias e permaneceram na estufa durante 16 horas.
Ap6s este periodo as peles foram lavadas trés vezes com salina estéril e foi acrescentado

novo meio. Apds 5 horas na estufa ou HBO, foram avaliados os nimeros de UFC do
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sobrenadante e da pele lisada. As peles destinadas a histologia, foram fixadas com

paraformaldeido 10%.

3.11 Histologia

As amostras de pele artificial foram lavadas com salina estéril duas vezes e entdo
fixadas em paraformaldeido 10% por 3 horas. Apds a fixacdo as amostras foram lavadas
trés vezes com PBS 0,05M, pH 7.4 desidratadas em gradientes de alcodis, diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina. Os cortes histoldgicos com espessura de 0,5um foram
realizados em micrétomo (Reichert-Jung, modelo 820). Apds a montagem, as laminas
foram coradas com hematoxila e eosina e visualizadas em microscopio Optico (Nikon,

eclipse 50i) (Arrais-Silva, Pinto et al. 2006).

3.12 Analise dos resultados

Todos os ensaios foram realizados em situagdes normobadrica (21% de O,, 5% de
CO; a 1 ATA de pressdo) e hiperbérica (100% de O, a 3 ATA de pressdao), normobdrica +
imipenem e hiperbdrica + imipenem. Pelo menos trés experimentos de cada um dos itens
descritos acima foram realizados separadamente e os resultados sdo expressos pela média +
SD. As cepas bacterianas foram analisadas individualmente e os valores foram comparados
usando-se analise de variancia (one-way ANOVA) com p < 0,05 e t-test two populations

com p < 0,05, como teste a posteriori.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacio das cepas bacterianas quanto a sensibilidade/resisténcia

Primeiramente, caracterizamos as cepas bacterianas quanto a sensibilidade/
resisténcia a imipenem utilizando o antibiético da marca Sigma. A CIM de cada cepa foi
determinada através de microdilui¢cdo em caldo e E-test, os dados da CLSI (Norma M100-
S15, vol. 24, No.1) foram usados como referéncia (Figura 1). As cepas com CIM <4 ug/ml
de imipenem foram consideradas sensiveis, cepas com CIM >16ug/ml foram consideradas
resistentes, e cepas com CIM >4 e <16 foram consideradas intermedidrias. O Quadro 1

mostra os resultados das CIMs para cada uma das cepas de acordo com o tipo de teste

realizado.

Cepa E-test Microdiluicao Resultado
ATCC SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
sronm | Siemm | 9@sen | sewsivel
FCO1 RE>S:I382$EE|TE INTESRI\legE/QIIARIA INTERMEDIARIA
PaHC 1 RE>S:I382$EE|TE INTI;ISI\;IJIngnIﬂARIA INTERMEDIARIA
Paric 2 RE>S:I382$EE|TE REZSOISH'IgI/EnljllTE A=A
Parc s RE>S:I382$EE|TE REZSOISH'IgI/EnljllTE A=A

Quadro 1: Resultados das CIMs de imipenem realizadas por E-test e por microdiluicio
para seis cepas de P. aeruginosa. Os resultados foram confirmados através de trés

experimentos independentes.
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Os resultados para as cepas ATCC, 67eNM, PaHC2, PaHC3 foram concordantes
quando analisamos os dois métodos (Quadro 1). O perfil de sensibilidade/resisténcia
dessas cepas foram: sensivel para cepa ATCC, sensivel para cepa 67eNM, resistente para a
cepa PaHC?2 e resistente para a cepa PaHC3. Os resultados para as cepas FCO1 e PAHCI1
foram diferentes quando analisamos os dois métodos, o E-test indicou que as cepas eram
resistentes e a microdilui¢do indicou que eram intermedidrias. Também trabalhamos com o
antibitico da ABL medicamentos do Brasil, que contém em sua formulagdo, além de
imipenem, cilastatina. A cilastatina ¢ um inibidor enzimdtico especifico que bloqueia o
metabolismo do imipenem no rim e aumenta substancialmente a concentragdo de imipenem
ativo no trato urindrio, tem provavel efeito nefroproteror e € desprovida de atividade
antimicrobiana (Ministério da Saude, 2006). Devido a formulacdo diferente entre os
antibidticos da Sigma e da ABL fizemos experimentos a fim de verificar a acdo dos dois. O
Quadro 2 mostra os dados com os antibidticos das duas marcas. Os resultados dos
experimentos com o antibidtico da marca Sigma foram os mesmos quando comparados aos
resultados com o antibidtico da marca ABL. As CIMs para cada cepa de P. aeruginosa
foram:

e Cepa ATCC: 2,5 pg/ml;

e Cepa 67eNM: 0,625 ug/ml;
® Cepa FCO1: 5 pg/ml;

® Cepa PaHCI: 10 pg/ml;

e Cepa PaHC2: 20 pg/ml;

® Cepa PaHC3: 20 pg/ml;



C(Ill\n,:;;g:(e;:f)A N mecdI il\tlzle;nﬁeBnl;os _ Resultado
(imipenem/ cilastatina)
oo | gm | amm | s
FCO1 INTERMEDIARIA NTERMEDIARIA | INTERMEDIARIA
PaHC 1 INTERMEDIARIA NTERMEDIARIA | INTERMEDIARIA
PaHC 2 RESISYENTE INTERMEDIARIA RESISTENTE
PaHC 3 REZS(ig'?IénIIIITE INTERMEDARIA RESISTENTE

Quadro 2: Comparagdo entre as CIMs com antibiético da marca SIGMA e ABL. Os resultados
sdo representativos de no minimo trés experimentos independentes.

Figura 1: E-test de imipenem. Observar os halos de inibi¢do para as cepas
ATCC e 67eNM (A e B).
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Os resultados dos experimentos realizados com meio MH dgar demonstraram
nenhum crescimento das cepas ATCC e 67eNM, tanto na placa com 4ug/ml de
imipenem/cilastina como na placa de 16ug/ml, confirmando a sensibilidade destas cepas ao
antibiodtico (Figura 2A e 2B). Para a cepa FCO1 (PaIMI) houve crescimento na placa de
4ug/ml e ndo houve na placa de 16pg/ml, confirmando que esta cepa € intermedidria
(Figura 2C). As cepas PaHC1, PaHC2 e PaHC3 cresceram em ambas as concentragdes de
antibidtico, confirmando a resisténcia das duas ultimas (Figura 2E e 2F). Embora a cepa
PaHC1 tenha crescido na placa com 16ug/ml de imipenem/cilastatina, ndo consideramos
esta cepa resistente, jA que o crescimento foi minimo e os resultados obtidos através de
microdilui¢do (CIM), indicam-na como cepa intermedidria (Figura 2D). Foi observado
crescimento confluente de todas as cepas quando inoculadas em placas contendo meio MH

dgar sem antibiético (dados ndo mostrados).



Figura 2: Crescimento de P. aeruginosa com diferentes concentracdes de antibiético. A) A cepa ATCC
ndo cresceu em nenhuma das concentragdes testadas; B) A cepa 67eNM ndo cresceu em nenhuma das
concentragdes testadas; C) Crescimento da cepa PalMI na placa com 4ug/ml de antibidtico; D)
Crescimento da cepa PaHC1 em ambas concentragdes de antibiético; E) Crescimento da cepa PaHC2
em ambas concentragdes de antibiético; F) Crescimento da cepa PaHC1 em ambas concentragdes de
antibiotico;

16
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4.2 Concentracoes de antibiético utilizadas
As concentracOes de antibidtico utilizadas nos experimentos com HBO foram
determinadas a partir da CIM de cada cepa bacteriana. Escolhemos concentragdes sub-

inibitdrias, isto €, abaixo da CIM. Seguem abaixo as concentracdes utilizadas para cada

cepa:

e ATCC: 1,5 pg/ml;

e (67eNM: 0,2 ug/ml;

e PalMI: 3 pg/ml;

e PaHCI: 8 pg/ml;

e PaHC2: 30 pg/ml;

e PaHC3: 40 pg/ml;

4.3 Acao da HBO em P. aeruginosa crescida em meio sélido com ou sem

antibiédtico

O préximo passo foi avaliar o efeito da HBO no crescimento de P. aeruginosa. Em
relacdo a cepa ATCC observamos que a exposi¢do a HBO reduziu 13 vezes o nimero de
UFC quando comparado com as bactérias mantidas em estufa e 15 vezes quando
comparado com as bactérias tratadas com imipenem/cilastatina (Figura 3). As bactérias
expostas ao tratamento conjunto apresentaram nimeros de UFC 10 vezes menores que as
bactérias expostas somente a HBO, 130 vezes menores do que as bactérias expostas
somente ao antibidtico e 1.333 vezes menores quando comparados ao crescimento em
estufa (Figura 3). Esses dados revelam que a HBO tem efeito no controle do crescimento da

cepa ATCC, além de potencializar a acdo de imipenem/cilastaina.
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Figura 3: Efeito da HBO e HBO + antibiético na cepa ATCC. Inicio: n° de UFC/ml antes da
exposi¢do a qualquer condi¢do; Estufa: n°® de UFC/ml das bactérias mantidas na estufa em condicdes
normobadrias; HBO: n® de UFC/ml das bactérias expostas a HBO; Estufa+ATB: n° de UFC/ml das
bactérias crescidas em meio com antibiético e mantidas na estufa; HBO+ATB: n° de UFC/ml das
bactérias crescidas em meio com antibiético e mantidas na HBO. Os resultados representam média +
SD de trés experimentos independentes. Diferenca significativa entre as condigdes; teste estatistico
ANOVA p < 0.05; t-Test (Two populations) p < 0.05.

A exposicao da cepa 67eNM a HBO reduziu 11 vezes o nimero de UFC quando
comparado com as bactérias mantidas em estufa (Figura 4). As bactérias expostas ao
tratamento conjunto apresentaram numeros de UFC 22 vezes menores que as bactérias
expostas somente a HBO, 15 vezes menores do que as bactérias expostas somente ao
antibidtico e 249 vezes menores quando comparados ao crescimento em estufa (Figura 4).
Os dados demonstram que a exposi¢do a HBO reduziu o crescimento da cepa 67eNM, além

de potencializar o efeito de imipenem/cilastaina.
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Figura 4: Efeito da HBO e HBO + antibiético na cepa 67eNM. Inicio: n° de UFC/ml antes da
exposi¢do a qualquer condi¢do; Estufa: n® de UFC/ml das bactérias mantidas na estufa em condicdes
normobadrias; HBO: n® de UFC/ml das bactérias expostas a HBO; Estufa+ATB: n° de UFC/ml das
bactérias crescidas em meio com antibidtico e mantidas na estufa; HBO+ATB: n° de UFC/ml das
bactérias crescidas em meio com antibiético e mantidas na HBO. Os resultados representam média +
SD de trés experimentos independentes. Diferenca significativa entre as condigdes; teste estatistico
ANOVA p < 0.05; t-Test (Two populations) p < 0.05.

A exposic¢do da cepa FCOI1 reduziu 409 vezes o nimero de UFC quando comparado
com as bactérias mantidas em estufa e 12 vezes quando comparado com as bactérias
tratadas com imipenem/cilastatina (Figura 5). As bactérias expostas ao tratamento conjunto
apresentaram numeros de UFC 4 vezes menores que as bactérias expostas somente a HBO,
53 vezes menores do que as bactérias expostas somente ao antibidtico e 1.820 vezes

menores quando comparados ao crescimento em estufa (Figura 5).
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Figura 5: Efeito da HBO e HBO + antibiético na cepa FCO1. Inicio: n® de UFC/ml antes da exposi¢do a
qualquer condi¢do; Estufa: n° de UFC/ml das bactérias mantidas na estufa em condi¢des normobadricas;
HBO: n° de UFC/ml das bactérias expostas a HBO; Estufa+ ATB: n° de UFC/ml das bactérias crescidas
em meio com antibidtico e mantidas na estufa; HBO+ATB: n° de UFC/ml das bactérias crescidas em
meio com antibidtico e mantidas na HBO. Os resultados representam média + SD de trés experimentos
independentes. Diferenca significativa entre as condicdes; teste estatistico ANOVA p < 0.05; t-Test
(Two populations) p < 0.05.

Em relacdo a cepa PaHC1 a exposi¢do a HBO reduziu 83 vezes o niimero de UFC
quando comparados com as bactérias mantidas em estufa e 7 vezes quando comparados
com as bactérias tratadas com imipenem/cilastatina (Figura 6). As bactérias expostas ao
tratamento conjunto apresentaram numeros de UFC 3 vezes menores que as bactérias
expostas somente a HBO, 20 vezes menores do que as bactérias expostas somente ao

antibidtico e 241 vezes menores quando comparados ao crescimento em estufa (Figura 6).
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Figura 6: Efeito da HBO e HBO + antibiético na cepa PaHC1. Nimero de UFC/ml da cepa PaHC1
apds 5 horas em diferentes condi¢des. Inicio: n° de UFC/ml antes da exposicdo a qualquer condicio;
Estufa: n° de UFC/ml das bactérias mantidas na estufa em condi¢des normobdrias; HBO: n° de
UFC/ml das bactérias expostas a HBO; Estufa+ ATB: n° de UFC/ml das bactérias crescidas em meio
com antibidtico e mantidas na estufa; HBO+ATB: n° de UFC/ml das bactérias crescidas em meio
com antibiético e mantidas na HBO. Os resultados representam média + SD de trés experimentos
independentes. Diferenca significativa entre as condi¢des; teste estatistico ANOVA p < 0.05; t-Test
(Two populations) p < 0.05.

A exposi¢do da cepa PaHC2 a HBO reduziu 43 vezes o nimero de UFC quando
comparados com as bactérias mantidas em estufa e 5 vezes quando comparados com as
bactérias tratadas com imipenem/cilastatina (Figura 7). As bactérias expostas ao tratamento
conjunto apresentaram numeros de UFC 2 vezes menores que as bactérias expostas
somente a HBO, 10 vezes menores do que as bactérias expostas somente ao antibidtico e 90
vezes menores quando comparados ao crescimento em estufa (Figura 7). Esses dados
revelam que a HBO tem efeito no controle do crescimento da cepa ATCC, além de
potencializar a acdo de imipenem/cilastaina. Assim como para as cepas avaliadas

anteriormente a HBO foi eficaz no controle do crescimento da cepa PaHC2 e embora a
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diferenca entre os tratamentos “HBO” e “HBO + antibidtico” tenha sido menor, a andlise
estatistica revela que a acdo conjunta dos tratamentos foi maior que a acdo de cada

tratamento separadamente.
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Figura 7: Efeito da HBO e HBO + antibiético na cepa PaHC2. Numero de UFC/ml da cepa PaHC1
apds 5 horas em diferentes condi¢des. Inicio: n° de UFC/ml antes da exposicdo a qualquer condicio;
Estufa: n° de UFC/ml das bactérias mantidas na estufa em condi¢des normobdrias; HBO: n° de
UFC/ml das bactérias expostas a HBO; Estufa+ ATB: n° de UFC/ml das bactérias crescidas em meio
com antibidtico e mantidas na estufa; HBO+ATB: n° de UFC/ml das bactérias crescidas em meio
com antibiético e mantidas na HBO. Os resultados representam média + SD de trés experimentos
independentes. Diferenca significativa entre as condi¢des; teste estatistico ANOVA p < 0.05; t-Test
(Two populations) p < 0.05.
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A exposicdo a HBO da cepa PaHC3 reduziu 60 vezes o nimero de UFC quando
comparados com as bactérias mantidas em estufa e 16 vezes quando comparados com as
bactérias tratadas com imipenem/cilastatina (Figura 8). As bactérias expostas ao tratamento
conjunto apresentaram numeros de UFC 2 vezes menores que as bactérias expostas
somente a HBO, 35 vezes menores do que as bactérias expostas somente ao antibidtico e

133 vezes menores quando comparados ao crescimento em estufa (Figura 8).
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Figura 8: Efeito da HBO e HBO + antibidtico na cepa PaHC3. Numero de UFC/ml da cepa
PaHC1 apés 5 horas em diferentes condigdes. Inicio: n° de UFC/ml antes da exposi¢do a
qualquer condi¢@o; Estufa: n® de UFC/ml das bactérias mantidas na estufa em condigdes
normobadrias; HBO: n° de UFC/ml das bactérias expostas a HBO; Estufa+ATB: n° de UFC/ml
das bactérias crescidas em meio com antibiético e mantidas na estufa; HBO+ATB: n° de UFC/ml
das bactérias crescidas em meio com antibiético e mantidas na HBO. Os resultados representam
média + SD de trés experimentos independentes. Diferenca significativa entre as condi¢des; teste
estatistico ANOVA p < 0.05; t-Test (Two populations) p < 0.05.
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Nossos resultados mostram que para as seis cepas avaliadas, o tratamento com HBO
teve efeito significativo na redugdo do crescimento bacteriano. A acdo da HBO sozinha foi
mais eficaz do que a concentracdo de antibidtico utilizada para cinco das seis cepas
testadas, sO para a cepa 67eNM esta informacao nao € valida. Avaliando os eixos “Estufa”
e “HBO” separadamente observamos que as cepas ATCC, FCOl e PaHC1 sdo mais
sensiveis as acdes do oxigénio e da pressdo do que a cepa 67eNM. No entanto, quando a
cepa 67eNM € exposta a ambos os tratamentos o nimero de UFC é bastante reduzido. A
acdo da HBO + antibidtico teve mais efeito na reducdo do nimero de UFC do que as acdes

individuais de cada tratamento para todas as cepas avaliadas.

4.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

A andlise ultraestrutural das bactérias mantidas em estufa demonstrou morfologia
preservada e organizada (Figura 9A). A andlise das bactérias expostas a HBO mostrou que
algumas bactérias apresentaram desorganizacdo do conteudo citoplasmético, verificado
pelo acimulo dos granulos citoplasméticos em regides pontuais dentro da célula (Figura
9B, ver seta). As culturas bacterianas cultivadas na presen¢a de imipenem/cilastatina
apresentaram algumas células preservadas sendo que a maioria teve sua estrutura alterada.
Podemos observar intensa desorganizacdo, presenca de células degradadas e
desestruturadas (Figura 9C). O mesmo aconteceu com as bactérias cultivadas na presenca
de antibidtico e expostas a HBO (Figura 9D).

Em relacio a cepa FCOl as células expostas a HBO apresentaram granulos
citoplasmaticos mais finos e desorganizacdao do contetddo citoplasmatico (Figura 10B, ver
setas). Nas bactérias mantidas em estufa, com ou sem antibidtico, podemos observar com

mais freqiiéncia a presenca de uma regido delimitada mais clara, que é correspondente ao
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material genético (Figuras 10A e 10C, ver setas). Entretanto, nas bactérias expostas a HBO
ou HBO+imipenem muito raramente observamos a regido que corresponde ao material
genético (Figura 10B). As bactérias incubadas somente em estufa apresentaram quantidade
maior de estruturas ligadas as suas paredes (Figura 10A, ver setas). As bactérias exposta a
HBO apresentaram uma superficie muito mais lisa, indicando a perda dessas estruturas
(Figura 10B). Nas culturas de bactérias crescidas com antibidtico observou-se
predominantemente células degradadas e estruturalmente desorganizadas (Figura 10C).
Quando comparamos as bactérias tratadas com antibitico e HBO+antibidtico,
concluimos que as bactérias tratadas com HBO+antibidtico apresentam granulos
citoplasmaticos mais finos do que as bactérias tratadas somente com antibiético, mais uma
vez evidenciando que a HBO gera mudancas nesse aspecto morfoldgico (comparar Figuras

10C e 10D; 10E e 10F).



Figura 9: Microscopia eletronica de transmissao da cepa ATCC 27853 de PA. A) Bactérias mantidas
na estufa; B) Bactérias expostas a HBO; C) Bactérias tratadas com antibiético D) Bactérias tratadas
com HBO + antibiético; Aumento de 21560x; ---- 0,56pm.
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Figura 10: Microscopia eletronica de transmissdo da cepa FCO1 de PA. A) Bactérias mantidas na
estufa; B) Bactérias expostas a HBO; C) Bactérias tratadas com antibiético D) Bactérias tratadas com
HBO + antibidtico; Aumento de 21560x; ---- 0,56um; E) Bactérias tratadas com ATB; F) Bactérias
tratadas com HBO + antibidtico; Aumento de 27800x ---- 425nm.
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4.5 Infeccao de macrofagos peritoneais com P. aeruginosa

Para avaliar a acdo da HBO na interacdo bactéria-células eucaridticas, realizamos
ensaios de infeccdo com macréfagos peritoneais e P. aeruginosa. A contagem das bactérias
do sobrenadante das culturas de macréfagos apds 90 minutos em estufa ou HBO
demonstrou que nao houve diferenca no nimero de bactérias das culturas submetidas aos
diferentes tratamentos (Figura 11A). Ao avaliar o numero de bactérias intracelulares,
culturas de macréfagos expostas a HBO apresentaram menos bactérias que culturas
celulares mantidas em estufa, quando propor¢cdes maiores de bactérias (2
bactérias: lmacréfago e 20 bactérias:lmacréfago) foram utilizadas na infec¢do (Figura

11B).
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Figura 11: Infec¢do de macréfagos peritoneais com P. aeruginosa durante exposi¢do a HBO (100%
de O, a 3 ATA pressao) ou estufa. A) Contagem do nimero de bactérias presentes no sobrenadante
das culturas expostas a HBO ou mantidas em estufa. B) Contagem do niimero de bactérias
intracelulares das culturas de macréfagos expostas a HBO ou mantidas em estufa. Os resultados
representam média £ SD de dois experimentos independentes. * Diferenca significativa entre as
condigdes; teste estatistico ANOVA p < 0.05; t-Test (Two Populations) p < 0.05.
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A visualizagdo das laminas ao microscopio Optico demonstrou que culturas
mantidas em estufa apresentam diminui¢do do nimero de macréfagos integros a medida
que maiores proporcdes de bactérias sdo utilizadas na infec¢ao (Figuras 12 e 13). Quando
culturas de macréfagos infectados com P. aeruginosa sdao expostas a HBO, um nimero
muito maior de macréfagos integros € observado (Figuras 12 e 13). A contagem do nimero
de células integras ao final de cada tratamento demonstrou que em culturas expostas a HBO
o numero de macréfagos integros foi em média 2,1 vezes maior que as culturas mantidas
em estufa (Figura 14). Nossos resultados revelaram que 90 minutos de HBO protege os
macroéfagos da lise gerada pela infeccdo com P. aeruginosa. Também realizamos um filme
para melhor avaliacdo da infeccdo e interacdo entre os macrofagos e bactérias. O filme nos
permitiu observar em tempo real a lise dos macréfagos. E possivel observar o surgimento
repentino de bactérias fora das células; elas sdo liberadas do citoplasma do macréfago
devido ao rompimento da membrana citoplasmética e conseqiiente lise do mesmo (Acesso:

http://www.youtube.com/watch?v=i14y7MWsTjQU).
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Figura 12: Infec¢do de macréfagos peritoneais com P. aeruginosa durante exposi¢do a HBO (100%
de O, a 3 ATA pressdo) ou estufa. Visualizagcdo das laminas ao microscépio 6ptico (400x). Observar
a integridade das culturas controles (CTRL). Observar a diferenca entre o nimero de macréfagos
presentes nas laminas mantidas em estufa e expostas a HBO.
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Figura 13: Infeccdo de macréfagos peritoneais com P. aeruginosa durante exposicdo a HBO (100% de
0, a 3 ATA pressdo) ou estufa. Visualizagdo das 1dminas ao microscépio 6ptico (1000x). Observar a
diferenca entre o nimero de macréfagos presentes nas ldminas mantidas em estufa e expostas a HBO.
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Contagem de macro6fagos integros
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Figura 14: Contagem do nimero de macréfagos integros apds infecgdo com P. aeruginosa
por 1h30’ na HBO ou estufa. * Diferenca significativa entre as condicdes; teste estatistico
ANOVA p < 0.05; t-Test (Two Populations) p < 0.05.

A fim de avaliar a toxicidade da HBO em culturas de macréfagos peritoneais,
realizamos ensaios de MTT. Os resultados desses ensaios mostraram que o controle
positivo utilizado, tratamento com H,0,, tem efeito téxico nos macréfagos, e que a

exposicdo de células a HBO ndo alterou a viabilidade das mesmas (Figura 15).
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Figura 15: Teste de MTT dos macréfagos expostos por 1h30’ na HBO ou mantidos na
estufa. * Diferenca ndo significativa entre as condigdes; teste estatistico ANOVA p <
0.05; t-Test (Two Populations) p < 0.05.

4.6 Peles artificiais como modelo para infeccao com P. aeruginosa

Utilizamos um modelo biomimético de pele humana para avaliar o efeito da HBO
no controle de infeccdes da pele causadas por P. aeruginosa. Nesses ensaios peles
artificiais infectadas com P. aeruginosa foram tratadas durante 5 horas na HBO ou
mantidas em estufa pelo mesmo tempo. A avaliacdo morfolégica foi realizada pela
histologia das peles artificiais. A histologia das peles artificiais controles, isto €, ndo
infectadas, apresentou organizacdo tecidual similar a pele humana, com presenca de
epiderme e derme diferenciadas (Figura 16A e B). As peles infectadas apresentaram

intensa colonizacdo de P. aeruginosa, assim como camadas dérmicas e epidérmicas menos
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preservadas indicando que a infec¢do provoca desorganizacdo do tecido (Figura 16C e D;
setas indicam presenga de P. aeruginosa).

Os resultados da contagem de UFC das peles artificiais ndo puderam ser
confirmados pela andlise histolégica, pois a histologia das peles artificiais utilizadas nos
experimentos revelou que as mesmas ndo estavam completamente diferenciadas (Figura
17). Como podemos observar na Figura 17, apenas a pele exposta a HBO apresentou
camadas diferenciadas, enquanto que as outras apresentaram uma tnica camada.

Os resultados referentes a contagem de bactérias do sobrenadante das peles
artificiais, nao revelou diferencas entre as peles expostas ou ndo a HBO (Figura 18). O
mesmo ndo aconteceu quando contamos as bactérias presentes no interior das peles. A
contagem de bactérias presente no tecido cutineo artificial revelou que o tratamento com

HBO diminuiu a carga bacteriana das peles artificiais (Figura 18).
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Figura 16: Histologia das peles artificiais. A) Morfologia de uma pele artificial controle (sem infecc¢do).
Observar a presenca de epiderme e derme diferenciadas (400x). B) Pele artificial controle em maior aumento
(1000x), observar a auséncia de bactérias. C) Morfologia de uma pele artificial infectada. Observar a
desorganizacdo das camadas dérmicas e epidérmicas (400x). D) Pele artificial infectada em maior aumento
(1000x, observar a intensa colonizacgio de P. aeruginosa (setas).
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Figura 17: Histologia das peles artificiais (400x). A) Pele controle; B) Pele infectada; C) Pele
exposta a 2horas de HBO (100% O, a 3 ATA de pressdo); D) Pele infectada, exposta a 2 horas de
HBO (100% O, a 3 ATA de pressio).

36



] [ ] Estufa
- 1 B 50
1E7
] 1
S 1
L
= 1000000
o g
= ]
100000
il I T I T T I T
Inicio Sobren Lisado

Figura 18: Numero de UFC/ml a partir do sobrenadante e lisado das peles artificiais. Contagem
apos 5 horas de exposi¢do a HBO (100% O, a 3 ATA de pressao) ou estufa a 37°C. Inicio: n° de
UFC/ml antes da exposi¢do; Diferenca significativa entre HBO e estufa; Teste estatistico
ANOVA p <0.05.
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5. Discussao

O principal objetivo de nosso trabalho foi avaliar a agdo da HBO no crescimento de
P. aeruginosa. Durante a caracterizacdo das cepas quanto a sensibilidade ou resisténcia a
imipenem/cilastatina nossos dados demonstraram discordancia entre os resultados
realizados por microdilui¢do e E-test para as cepas FCO1 e PaHC1. Enquanto pelo E-test
ambas as cepas foram consideradas resistentes, pela técnica de microdiluicao elas foram
consideradas intermedidrias. A concordancia entre os resultados dessas metodologias ja foi
avaliada anteriormente e devido a existéncia de trabalhos relatando baixas porcentagens de
concordancia (Martin-Mazuelos, Gutierrez et al. 1999; Koga-Ito, Lyon et al. 2008)
consideramos como resultados definitivos aqueles obtidos através da microdilui¢do, que é o
método de referéncia indicado pela CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Os
resultados para cada cepa foram os seguintes: sensivel para ATCC, sensivel para 67eNM,
intermedidria para FCO1, intermediaria para PaHC1, resistente para PaHC2 e resistente para
PaHC3.

Os dados desse trabalho também mostram que a exposicdo a 5 horas de HBO
diminuiu o crescimento bacteriano de seis cepas de P. aeruginosa. Esses resultados
corroboram com os dados publicados por vdrios autores (Brown, Silverberg et al. 1968;
Pakman 1971; Bornside, Pakman et al. 1975; Park, Muhvich et al. 1991; Greensmith 2004).
Por exemplo, Pakman (1971) demonstrou que a exposi¢cdo de P. aeruginosa 268 a 3 ATA
de oxigénio por 24 horas foi altamente bactericida, eliminando 85% das bactérias. Nossos
resultados mostram que a exposicdo a HBO por periodo bem mais curto ja foi capaz de
reduzir substancialmente o crescimento de P. aeruginosa. Nos concluimos também que a

acdo da HBO potencializou o efeito de imipenem/cilastatina. As culturas de bactérias
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expostas a ambos os tratamentos, apresentaram numeros reduzidos de UFC quando
comparados as bactérias que receberam um unico tratamento, isto €, HBO ou antibiético.
De fato, Greensmith (2004) notou que o efeito da tobramicina contra P. aeruginosa foi
nitidamente dobrado com exposi¢do a 2,5 ATA de oxigénio hiperbarico (Greensmith 2004).
Brown, Silverberg et al. (1968) avaliaram o efeito do oxigénio em adi¢do a trés
antimicrobianos: canamicina, estreptomicina e polimixina B; as culturas bacterianas foram
expostas durante 2 ou 6 horas ao oxigénio em concentragdes de 60 — 70% e os resultados
demonstraram que a exposi¢do a 6 horas de oxigénio aumentou os efeitos bactericidas de
canamicina e estreptomicina (Brown, Silverberg et al. 1968). Nossos dados referentes a
imipenem/cilastatina, droga que ainda ndo tinha sido testada em adicdo a terapia
hiperbdrica, corroboram com a descricao encontrada na literatura de que a HBO € capaz de
aumentar o efeito de farmacos. Os mecanismos de acdo do oxigénio hiperbarico nos
diferentes farmacos testados ndo sdo conhecidos.

A andlise ultraestrutural realizada nas cepas ATCC e FCO1 de P. aeruginosa
demonstrou que imipenem/cilastatina induz lise da parede celular e desestruturacdo da
morfologia bacteriana. Na cepa FCO1 a exposi¢do a 5 horas de HBO causou diminuicao e
desorganizacdo dos granulos citoplasmdticos, auséncia da area correspondente ao material
genético e perda de estruturas ligadas a parede celular bacteriana. Clark e Pakman (1971)
ao avaliarem a ultruestrutura de P. aeruginosa apés 6 horas de HBO também notaram
diminui¢do dos granulos citoplasmadticos e auséncia da regido correspondente ao material
genético. Esses autores atribuiram a granulagdo citoplasmatica mais fina das bactérias
expostas a HBO a alguma mudanc¢a no componente ribossomal das bactérias tratadas com

HBO.
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Em relacdo aos ensaios de infeccdo com macréfagos peritoneais e P. aeruginosa
demonstramos que a exposi¢cdo a 90 minutos de HBO diminui o nimero de bactérias
intracelulares. Devido a existéncia de estudos prévios comprovando que condi¢des de
hiper6xia prejudica a fagocitose de P. aeruginosa e mini particulas de latex (O'Reilly,
Hickman-Davis et al. 2003; Morrow, Entezari-Zaher et al. 2007; Phan, Entezari et al.
2011), sugerimos que o menor numero de bactérias intracelulares nas culturas expostas a
HBO ¢ devido a atividade fagocitica prejudicada dos macréfagos e ndo ao aumento da
eliminacdo das bactérias intracelulares. Além disso, outros estudos mostraram que culturas
de macrofagos alveolares expostas a hiperoxia, assim como macrofagos alveolares isolados
de camundongos expostos a hiperdxia apresentam comprometimento em diversas funcoes,
como quimiotaxia, aderéncia, fagocitose e eliminacdo de patégenos (Raffin, Simon et al.
1980; Rister 1982; Suttorp and Simon 1983; Crowell, Hallin et al. 1995; Morrow, Entezari-
Zaher et al. 2007). A organizacdo do citoesqueleto de actina tem um papel fundamental na
fagocitose. Desta forma, o processo fagocitico requer um rearranjo bem coordenado do
citoesqueleto que € guiado pela polimerizacdo da actina (Kuiper, Pluk et al. 2008). Estudos
mostraram que a dificuldade fagocitica gerada em células expostas a hiperdxia é devido ao
prejudicado remodelamento e desorganizagdo do citoesquelto de actina, processos de suma
importancia para internalizacdo da bactéria (O'Reilly, Hickman-Davis et al. 2003; Morrow,
Entezari-Zaher et al. 2007; Phan, Entezari et al. 2011)

Um de nossos objetivos nesse trabalho foi analisar a morfologia e a carga bacteriana
de peles artificiais infectadas com P. aeruginosa, pos-tratamento com HBO, para avaliar o
potencial desse tratamento em pacientes comprometidos. Quando Dimitrijevich, Paranjape
et al. (1999) avaliaram o efeito do tratamento hiperbarico em modelos equivalentes a pele

humana com o tratamento didrio durante 10 dias a 3 ATA de pressdo por 90 minutos,
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observaram aumento substancial na diferenciacdo de queratindcitos e epidermopoiesis de
peles artificiais. Shepherd, Douglas et al. (2009) ao desenvolverem modelos para infec¢do
de ferida cutanea com peles artificiais, notaram que quando P. aeruginosa foi inoculada nas
culturas ocorreu perda da epiderme, de-queratinizacdo da pele construida, assim como
perda parcial da membrana basal. Em nosso experimentos, ndo pudemos confirmar essas
observagdes nem provar uma possivel diminuicdo da infec¢do e ou melhora do aspecto
geral do tecido com o tratamento hiperbérico devido a incompleta diferenciacdo das peles
artificiais utilizadas. A contagem do nimero de bactérias presentes nos sobrenadantes das
peles artificiais ndo foi diferente entre as peles tratadas e ndo tratadas na HBO. Esse
resultado pode ser explicado pelo tipo de meio utilizado nesses experimentos. A acdo da
HBO esté relacionada a superficie de contato disponivel para tratamento. Nos meios de
cultura liquidos as células bacterianas estao dispersas em véarios planos, ndo sendo atingidas
pelo oxigénio e pela pressdo na mesma proporcdo, protegendo bactérias localizadas em
nivel menos superficial. De fato, Bornside, Pakman et al. (1974) e Pennock (1966) ja
haviam notado uma atuacdo mais eficaz da HBO em meios de cultura sélidos quando
comparados a meios liquidos e sugeriram que a menor difusdo do oxigénio seria
responsavel pela ineficicia da HBO em meios liquidos. O nimero de bactérias presentes
nas peles artificiais tratadas com HBO foi menor quando comparadas as peles ndo tratadas.
Esse resultado mostra um efeito benéfico da HBO no controle de infec¢des causadas por P.
aeruginosa. Mesmo em um modelo composto por camadas de diversos tipos celulares,
capazes de mimetizar a pele humana, o tratamento com 5 horas de HBO possibilitou a
diminui¢do do crescimento bacteriano. O efeito do tratamento hiperbarico em modelos de
infec¢do com peles artificiais nunca havia sido avaliado anteriormente. Nossos resultados

reforcam que o tratamento com HBO contra infec¢des cutaneas causadas por P. aeruginosa
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¢ uma interessante ferramenta a ser mais pesquisada no campo da microbiologia e

imunologia.
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6. Conclusoes

Nossos resultados comprovam a agdo positiva da HBO no controle do crescimento
de seis cepas de P. aeruginosa. O tratamento por 5 horas a 100% de O, oxigénio e 3 ATA
de pressdo € capaz de desacelerar o crescimento bacteriano; sdo obtidos nimeros muito
menores de UFC em culturas de bactérias tratadas na HBO quando comparadas as bactérias
que crescem em condi¢cdes normobadricas.

A acdo da HBO nitidamente potencializou o efeito de imipenem/cilastatina,
antibitico comumente utilizado no combate a infec¢des causadas por P. aeruginosa e
nunca antes avaliado em conjunto com o tratamento hiperbarico. Nossos dados revelam
que a HBO pode ser uma alternativa de tratamento a infec¢des causadas por P. aeruginosa,
podendo ser utilizada sozinha ou em adicdo a imipenem/cilastatina. A medida que cepas
resistentes a antibidticos, dentre eles imipenem/cilastatina, estdo cada dia mais recorrentes,
a possibilidade de uma estratégia terapéutica que possibilite melhor eficicia no combate a
este tipo de infeccdo € extremamente importante, ndo s6 para o melhor combate ao

patégeno, mas também para a prevencao da inducdo de resisténcia bacteriana.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1775-1, sobre "Estudo da eficacia da cidmera

hiperbarica (HBO) no tratamento de Pseudomonas aeruginosa nos modelos

in vitro e murino", sob a responsabilidade de Profa. Dra. Selma Giorgio / Flavia

Luna Lima, estad de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comiss&do de Etica na Experimentacao Animal — CEEA/Unicamp
em 16 de marco de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1775-1, entitled "Study of the effectiveness of
Hyperbaric Chamber (HBO) in the treatment of Pseudomonas aeruginosa in

vitro_and in murine models", is in agreement with the Ethical Principles for

Animal Research established by the Brazilian College for Animal Experimentation
(COBEA). This project was approved by the institutional Committee for Ethics in

Animal Research (State University of Campinas - Unicamp) on March 16, 2009.
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