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1. INTRODUCAO

Empiema pleural (EP) é definido como a presenca de secre¢do purulenta no espacgo
pleural, e € usualmente secundario a pneumonia com derrame pleural (derrame
parapneumonico) (1,2). A mortalidade associada ao empiema é variavel, sendo considerada
de 8% em séries antigas (3,4), entretanto essa taxa ndo € observada atualmente (1,5). Tem-
se evidenciado em diversas series que vem ocorrendo um aumento ha incidéncia de

derrame parapneumonico (1,6-9).

O empiema apresenta uma evolugdo com fases caracteristicas, com piora do
progndstico quanto mais tardio for o inicio da terapia (10), desta forma torna-se essencial,
para a reducdo da morbidade, o diagndstico precoce e pronta definicdo da terapia
adequada. (1,11-16)

Alem dos marcadores bioquimicos tradicionais, como glicose, proteina e LDH (2, 17),
diversos marcadores vém sendo estudados para o diagnéstico da infeccdo do derrame
pleural (18-19), dentre eles as fragbes ativadas do sistema complemento. O objetivo do
presente estudo foi utilizar um modelo animal consolidado, de facil reproducdo e de baixo
custo para definir a concentracdo das fracGes ativadas C3a,C5a e C5b9 em grupos com
derrame de duas espécies de bactérias e de um irritante quimico (utilizado com o controle),

para avaliar sua utilidade para detectar a infeccdo em derrame pleural de ratos.

2. REVISAO DA LITERATA
2.1 Fases do empiema pleural

Desde a década de 1960, o empiema é dividido em 3 fases distintas, cada uma delas
com uma recomendacado de tratamento diferente (10). Na fase | (exsudativa) o derrame é
fluido, ndo purulento, com alteracdes bioquimicas (lactato desidrogenase-LDH, pH e
glicose), ou com identificacdo de germes por coloracdo de Gram ou crescimento em cultura.
Nesta fase o derrame também €& conhecido por derrame pleural complicado (DPC),
diferenciado do derrame parapneuménico ndo complicado (DPNC) pela presenca de
infeccdo. O tratamento do derrame na fase | é realizado por adequada drenagem da
cavidade pleural e antibioticoterapia (2,11). A falta de tratamento do derrame neste

momento permite a progresséo para a fase Il (fibrinopurulenta), em que ocorre formacéo de
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fibrina e de aderéncias pleurais, com consequente loculacdo do derrame. Neste momento, a
drenagem toracica simples torna-se um método de tratamento ineficaz, necessitando a
liberag&o e ruptura das aderéncias por meio de videotoracoscopia, ou de uso intratoracico
de fibrinoliticos (1,2,12,13). Se continuar sem tratamento, 0 empiema progride para a fase Il
ou organizada, na qual ha surgimento de fibroblastos naquela malha de fibrina, formando
uma membrana espessa inelastica ("peel" pleural), que ocasiona o encarceramento do
pulmdo com prejuizo da complacéncia pulmonar e piora da mecanica ventilatoria. Nesta
fase ndo basta apenas a drenagem ou limpeza da cavidade pleural, mas tratamentos mais

agressivos com toracotomia com decorticacao ou pleurostomia (14-16).

A progressdo do empiema traz consigo ndo apenas uma maior complexidade no
tratamento com maior morbidade, mas também um aumento no tempo de internagdo, assim

como de custos hospitalares (6,7).

2.2 Critérios Bioquimicos

Tendo em vista 0 aumento da morbidade entre as diferentes fases do empiema,
nota-se que a pronta identificacdo do DPC é fundamental para a resolugdo com a menor
risco ao paciente. Os critérios bioquimicos classicamente usados para diferenciar o derrame
parapneuménico complicado (DPC) do ndo complicado (DPNC) s&o a presenca nos
primeiros de pH menor que 7,0 , LDH maior que 1000 un/l ou glicose menor que 40
mg/dl(2,17,18). Entretanto, estes critérios sdo criticados por falta de trabalho prospectivo

mostrando que séo realmente efetivos na idade pediatrica.

Diversos novos marcadores estdo sendo avaliados em séries clinicas baseando-se
em dosagem de citocinas inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa, interleucina-8,
enzimas liberadas pelas células de defesa do organismo como mieloperoxidase, matrizes
metaloproteinases-2, 9 e 8, elastase do neutréfilo, proteina ligadora de lipopolissacarideo,
receptor soluvel expresso em célula mieloide, proteina C reativa além de fragmentos do

complemento, como o complexo SC5b-9(18,19).
2.3 O Sistema Complemento

O sistema complemento, um participante fundamental na imunidade e na inflamacéo,
€ um dos componentes do sistema imune inato. Consiste em uma rota de enzimas e
proteinas ativadas que participam na defesa do organismo, sendo relacionada em diversos

disturbios inflamatérios como sepse, nefropatias autoimunes e artrites. Sua principal fungéo
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€ o0 reconhecimento de células estranhas ao organismo (bactérias, células infectadas por

virus ou células tumorais) e ativacao da lise celular (20-22).

Existem trés vias principais de ativacdo do complemento e uma quarta, comum: a via
classica, que é iniciada por imunocomplexos antigeno/anticorpo; a via da lectina de ligacéo
a manose, iniciada por contato com microorganismos com esse sacarideo em sua parede
celular; a via alternativa iniciada por bactérias, fungos, virus e células tumorais. Por fim a via
terminal (comum as trés anteriores), que leva a formacdo do complexo de ataque a
membrana (MAC - "membrane attack complex") que induz a lise celular. Participam da rota
terminal os componentes C3, C3b, C5, C6, C7, C8 e C9(20-22).

Como participam do reconhecimento de microrganismos patogénicos, varios estudos
sugeriram a hip6tese de que a concentracdo dos elementos ativados da rota terminal do

complemento estaria aumentada no DPC (18,23).

A dificuldade em testar esses marcadores em séries clinicas esta na variabilidade
dos pacientes e nas dificuldades em arrolar um nimero adequado de pacientes, a fim de
analisar os achados. Uma alternativa seria o estudo destes complementos em modelos
experimentais de empiema. As dosagens dos componentes do complemento devem ser
feitas com testes especificos para a espécie animal estudada, pois muitos apresentam baixa

reacdo cruzada entre espécies. (24)
2.4 Modelos experimentais

Véarios modelos experimentais de derrame pleural e empiema foram descritos na
literatura. O animal mais estudado é o coelho (25,26), entretanto sua aquisicdo e manejo o
torna um modelo dificil e oneroso. O método descrito pela inoculacdo de bactérias
(Staphylococcus aureos e Streptoccocus pneumonia) por toracocentese em ratos, descrito

por Fraga et al. se mostrou reprodutivel e eficiente na producdo de empiema (27).

A terebintina, um Oleo derivado de arvores, é utilizada em alguns modelos
experimentais como indutor de inflamacédo estéril (28,29), seja para formagédo de abscessos,
para inducdo de estado pr6 inflamatdrio e para a inducdo de derrame pleural(30). O uso da
terebintina para inducdo de derrame pleural estéril em coelhos foi descrita a dose de 0,5 a
1ml (31,32), e em ratos de 0,1 ml (33). Esse produto é constituido por trés compostos
organicos, o alfa (47%) e beta pineno (42%) e o dipenteno (6%). E um produto com

toxicidade comprovada tanto para ingestdo quanto para o contato cutaneo. A dose letal
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mediana (LD50%), segundo a ficha de informacdes de seguranga para produtos quimicos

(FISPQ), para contato cutdneo, em coelhos é para cada um dos componentes maior

5000mg/kg e para ingesta, em ratos, 3700mg/kg para o alfa pineno, maior que 5000 mg/kg

para o beta pineno e 5300 mg/kg para o dipenteno.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Objetivo geral

- Avaliar a média e varianca das dosagens de complemento em empiema induzido
por Staphylococcus aureos e Streptococcus pneumoniae e no liquido pleural estéril induzido

pela colocacéo da terebentina intrapleural.
Objetivo Secundério

- Comparar a concentracdo da fracdo ativada do complemento em modelo
experimental de empiema induzido por Staphylococcus aureos e Streptococcus pneumoniae
com a concentracdo verificada no liquido pleural estéril induzido pela colocagéo da

terebentina intrapleural.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Definir o uso de fragcbes ativadas do complemento como marcadores de infeccdo

em derrames pleurais.

- Relatar o uso de ecografia toracica para identificar e caracterizar derrame pleural

em ratos, bem como orientar a toracocentese.

- Avaliar o uso da terebintina como indutor de derrame pleural estéril, servindo

como modelo de derrame pleural ndo infectado e sendo utilizado como controle.
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Resumo:

Introducéo: Empiema pleural em geral decorre de complicacdo de pneumonias e,
se nao identificado e tratado precocemente, pode ocasionar aumento morbidade ou
mesmo mortalidade. A identificagdo de marcadores no liquido pleural de efusdes
parapneumonicas que mostrem a presenca ou a evolugao precoce para empiema
tem significAncia clinica. Neste cenario, dosagens das concentracdes de frages
ativadas do complemento no liquido pleural podem ajudar no diagnéstico precoce do
empiema.

Objetivos: Comparar as concentraces de fracOes ativadas do complemento (C3a,
CbHa e C5h9) em efusdes pleurais induzidas em ratos por inoculagéo intrapleural de
bactérias ou por irritante quimico estéril (terebentina).

Métodos: Trinta e nove ratos Wistar machos, peso médio de 414g (290 a 546q),
realizaram anestesia geral com isofluorano inalatorio por mascara, e toracocentese
no 4° espaco intercostal com abocath conectado a oscildbmetro de pressédo para
confirmar posicao intrapleural. Os animais foram divididos em 3 grupos: SA (n=17) -
inoculacdo de Staphylococcus aureus; SP (n=12) - inoculagdo de Streptococcus
pneumoniae; C (n=10) — inoculacdo de terebintina (efuséo pleural estéril, controle).
Doze horas apOs a inoculacdo intrapleural foi coletado liquido pleural por
toracocentese, sob controle ecografico, e realizadas dosagens de C3a, C5a e C5b9
pelo método ELISA.

Resultados: A dosagem de C3a foi de 1066,82 ug/ml (937,29 — 1196,35 ug/ml) no
grupo SA, 1188,28 pg/ml (1095,65 — 1280,92 pg/ml) no SP, e de 679,13 pg/ml
(601,29 — 756,98 pg/ml) no C (p<0,001). A dosagem de Cba foi de 55.727 ng/ml

(41,22 — 70,23 ng/ml) no grupo SA, 520.107 ng/ml (278,92-761,3 ng/ml) no SP, e de
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5.268 ng/ml (1,68 — 8,85 ng/ml) no C (p<0,001). A dosagem de C5b9 foi de 15,02
ng/ml (13,1 — 16,94 ng/ml) no SA, de 16,63 ng/ml (14,37 — 18,9 ng/ml) no SP, e de
14,05 ng/ml (9,8 — 18,29 ng/ml) no C (p=0,692). A avaliagdo das curvas ROC
demonstrou area sob a curva de 0,987 (IC95% 0,953-1) para o C3a; 1 para C5a (1-
1) e 0,757 (0,523-0,990).

Conclusdes: As fracbes ativadas dos complementos C3a e Cba foram
significativamente maiores nos empiemas induzidos experimentalmente por
inoculacao intrapleural de Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae do
que com aquelas observadas apods inoculacdo intrapleural de terebentina. A
dosagem elevada destas fra¢cdes ativadas do complemento foi Gtil para o diagnéstico

do empiema pleural induzido em ratos.

Palavras chaves: empiema pleural, sistema complemento, estudo experimental

Keywords: pleural empyema, complement system, experimental study
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SUMMARY

Background

Pleural empyema is a well-known complication of pneumonia. If treatment is delayed, empyema
may increase morbidity and mortality in affected patients. Therefore, the identification of
empyema biomarkers in parapneumonic pleural effusion is desirable. Previous research has

suggested complement activation products as candidate empyema markers.

Objective

To compare the levels of complement activation products C3a, C5a, and C5b9 in pleural effusion

induced by Staphylococcus aureus (SA), Streptococcus pneumoniae (SP), or turpentine (control).

Method

Thirty-nine male Wistar rats (mean weight 414g; 290-546¢) were allocated as follows: 17 animals
in the SA group, 12 in the SP group, and 10 in the control group. Bacteria or turpentine were
injected into the pleural space. After 12h, intrapleural fluid was collected using ultrasound-guided

thoracentesis. Levels of complement activation products were determined using ELISA Kits.

Results

Two SA and 1 SP animals died before 12h. Mean levels were as follows: C3a: 1066.82 pg/mL
(937.29-1196.35 pg/mL) in SA, 1188.28 pg/mL (1095.65-1280.92 pug/mL) in SP, and 679.13
pg/mL (601.29-756.98 pg/mL) in controls (p<0.001); C5a: 55.727 ng/mL (41.22-70.23 ng/mL) in
SA, 520.107 ng/mL (278.92-761.3 ng/mL) in SP, and 5.268 ng/mL (1.68-8.85 ng/mL) in controls
(p<0.001); C5b9: 15.02 ng/mL (13.1-16.94 ng/mL) in SA, 16.63 ng/mL (14.37-18.9 ng/mL) in
SP, and 14.05 ng/mL (9.8-18.29 ng/mL) in controls (p=0.692). ROC analysis revealed an area

under the curve of 0.987 (95%CI: 0.953-1) for C3a; 1 (1-1) for C5a; and 0.757 for C5b9 (0.523-
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0.990).
Conclusions

In the present rat model, complement activation fragments C3a and C5a accurately detected

infected pleural effusion.
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Introducéo:

Empiema pleural (EP) é definido como a presenca de secrecao purulenta no
espaco pleural, e ele é usualmente secundario a pneumonia (derrame
parapneumonico)1? . Diversas séries tém mostrado aumento na incidéncia de
empiema.l3-6 Embora de baixa mortalidade, o empiema parapneumonico esta
associado a alta morbidade, especialmente nas fases mais avancadas da evolugao
da doenca pleural. Portanto torna-se muito importante o diagnostico e tratamento
precoce desta condicao’8.

Diversos marcadores estdo sendo relatados como Uteis para diagnéstico
precoce de empiema®1l. Sdo séries clinicas com dosagem de varias citocinas
inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral alfa, interleucina-8, enzimas
liberadas pelas células de defesa do organismo como mieloperoxidase, matrizes
metaloproteinases-2, 9 e 8, elastase do neutréfilo, proteina ligada a
lipopolissacarideo, receptor soluvel expresso em célula mieloide, proteina C reativa,
além de fragmentos do complemento, tais como o complexo SC5b-9%-11 . Mais
recentemente, a dosagem de fragmentos do sistema complemento (C3a, C5a e
C5b9) tem sido aplicada na avaliacéo de sinais inflamatorios.

Dificuldade de avaliar a real utilidade de tais marcadores decorre da falta de
homogeneidade da doenca devido a diferentes etiologias, faixas etarias e diferentes
estagios de evolucado, implicando na necessidade de maiores tamanhos de amostra.
Uma alternativa para tornar vidvel esta investigacdo € a realizacdo de estudos em

modelos experimentais de empiema.12-15
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O objetivo deste estudo foi de avaliar se ha diferencas nas concentra¢des do

sistema complemento no empiema induzido em ratos através da inoculagéo

intrapleural de bactérias.

Material e Métodos:

Estudo experimental controlado realizado no Centro de Pesquisa
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), e com aprovacao do
Comité de Etica em pesquisa do HCPA (projeto N°130027).

Trinta e nove ratos machos da raca Wistar, com peso médio de 414g (290 a
5469), foram divididos em trés grupos conforme o material intrapleural inoculado;
grupo SA - 17 ratos receberam 0,1 ml de solugado de 101° unidades/ml
Staphylococcus aureus; grupo SP - 12 ratos receberam 0,05 ml de solugao de 1010
unidades/ml de Streptococcus pneumoniae; grupo C (controle) - 10 ratos receberam
0,2 ml de terebintina intrapleural. Os volumes utllizados foram baseados em
experimento piloto que determinou o volume do in6culo suficiente para ocasionar a
formacéo de derrame pleural mas que ndo provocasse a morte dos animais.

ApoOs anestesia com Isofluorano® inalatorio e administragdo de Tramadol®
intraperitoneal na dose de 0,05 ml/100g, os animais de cada grupo foram
posicionados em decubito lateral esquerdo, submetidos a tricotomia do hemitérax
direito e realizada antissepsia com clorexidine aquosa. A instilacdo de bactérias ou
terebintina no espaco pleural foi realizada por meio de puncdo através de um
abocath nimero 24 introduzido no 4° espaco intercostal direito (Figura 1). O abocath

estava conectado a oscildmetro para confirmagdo da posi¢ao intrapleural, sendo
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injetado caldo de cultura contendo bactérias nos grupos SA e SP, bem como
terebentina no grupo C ou controle. Apés os procedimentos, 0s animais foram
mantidos em observacédo e receberam nova dose de Tramadol® se necessario.

Apl6s 12h, os animais foram novamente anestesiados com Isofluorano®
inalatorio e Tramadol® intraperitoneal para dor. Ecografia toracica, com transdutor
12-13MHz, confirmou a presenca do derrame pleural, e orientou a toracocentese
para retirada deste liquido intrapleural. O liquido coletado foi dividido em cotas
iguais, e armazenados a -80°C, sendo posteriormente utilizado para medicdo das
concentracbes dos complementos usando os kits para o componente 3a (C3A -
USCN LIFE SCIENCE), componente 5a (C5A - USCN LIFE SCIENCE) e complexo
terminal do complemento (CB5B-9 - USCN LIFE SCIENCE), bem como de dosagem
da concentracéo de proteina, glicose e LDH.

Vinte e quatro horas ap0s a instilagdo do liquido intrapleural, os animais foram
eutanasiados com dose letal de ketamina e xilasina, e a seguir foi realizada
necropsia. Apos toracofrenolaparotomia, foi coletado liquido pleural residual que foi
encaminhado para cultura, e realizada retirada em bloco do coracédo e pulmé&o. Os
orgaos removidos foram colocados em frasco com formol a 10%. Nos exames
anatomopatoldgicos posteriores foram avaliadas alteragcbes na pleura visceral e
parietal, assim como lesGes na vascularizacdo e no parénquima pulmonar com uso
de escore realizado por patologista cegado para alocacao.

Os dados foram armazenados Microsoft Excel (2013), e analisados no
programa SPSS (versdo 18.0.3). As variaveis continuas foram descritas por média e
desvio padrdo, ou mediana e amplitude interquartilica, e as variaveis categoéricas,

por frequéncias absolutas e relativas. Para estudo estatistico foram usados os testes
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ANOVA e a analise entre os grupos como teste diagnostico, analise de curva ROC.

Foi considerado significativo quando os valores de “p” foram menores ou igual a

0,05.

Resultados:

O volume médio de liquido coletado em cada puncéao foi de 1,2 ml, n&o tendo

sido observada diferenca estatistica entre os grupos.

A coloracdo por GRAM e cultura mostraram Staphilococcus aureus em todos
0s animais do grupo SA, Streptococcus pneumoniae em todos os animais do grupo
SP e n&o foram detectados germes nos animais do grupo C.

Ocorreram perdas antes de 12 horas em dois ratos do grupo SA, um atribuido
a hemopneumotorax e outro devido a infecgcédo; também houve perda antes de 24
horas em 3 ratos do grupo SA e 5 ratos do grupo SP. Nao ocorreu nenhuma morte
nos animais do grupo C; neste grupo, um rato ndo desenvolveu derrame pleural,
provavelmente devido a instilacao de terebintina no plano muscular.

As dosagens bioquimicas no liquido pleural podem ser observadas na Tabela
1. A guantidade de proteinas foi de 5,454 (IC 95% 5,190-5,717) no grupo SA, 6,00
(IC 95% 5,412-6,588) no SP e de 4,778 (IC 95% 4,445-5,11) no grupo controle. A
dosagem de glicose foi de 106,36 (92,74 - 119,97) no grupo SA, 14,5 (0 - 44,06) no
SP e 160,78 (138,97 - 182,59) no grupo controle. A dosagem de LDH foi de 8067,7
(5410,71 - 10724,72) no grupo SA, 4663,25 (2626,52 - 6699,98) no SP e 20709,11

(16993,86 - 24424,36) no grupo controle.
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Tabela 1 - - Bioquimica do liquido pleural 12 h apds a inoculagdo de bactérias ou terebentina (controle):
média (1C95%).

SA (n 15) SP(n11) Controle (n 9) )

Proteinas 5,454 6,00 4,778 P<0,001
(5,190-5,717) (5,412-6,588) (4,445-5,11)

Glicose 106,36 14,50 160,78 P<0,001

(92,74 - 119,97) (0" - 44,06) (138,97 - 182,59)

LDH 8067,71 4663,25 20709,11 P<0,001

(5410,71 - 10724,72) (2626,52 - (16993,86 -
6699,98) 24424,36)

1- Teste Post Hoc Dunnett T3 mostra difeferenca entre ControleXSA (p=0,015) e
controleXSP (p<0,001), mas ndo entre SPXSA (P=0,197)

2- Teste Post Hoc Dunnett T3 mostra diferenga entre os trés grupos analisados
(P<0,001)

3- Teste Post Hoc Dunnett T3 mostra difeferenca entre ControleXSA (p=0,015) e
controleXSP (p<0,001), mas ndo entre SPXSA (P=0,098)

As concentracfes de complemento observadas no liquido pleural 12 h apés a
inoculacao intrapleural podem ser observadas na Tabela 2. A quantidade de C3a foi
de 1066,82 pug/ml (937,29 — 1196,35 pg/ml) no grupo SA, 1188,28 pg/ml (1095,65 —
1280,92 pg/ml) no grupo SP, e de 679,13 pg/ml (601,29 — 756,98 pug/ml) no grupo
controle. Analise por ANOVA mostrou p<0,001, com teste post HOC de Dunnett
mostrando diferenca significativa entre o grupo controle e os grupos SA e SP
(p<0,001). Apesar da concentracdo do C3a tenha sido significativamente maior nos
animais com injecao intrapleural de bactéria do que nos animais usados como
controle, ndo se observou diferenca estatistica entre os grupos inoculados com
diferentes bactérias (p=0,22) (Tabela 2).

A dosagem de Cba foi de 55.73 ng/ml (41,22 — 70,23 ng/ml) no grupo AS,
520.11 ng/ml (278,92-761,3 ng/ml) no grupo SP e de 5.27 ng/ml (1,68 — 8,85 ng/ml)
no grupo controle. Analise por ANOVA mostrou diferenca estatistica, com p<0,001.

Realizada analise post-hoc que mostrou diferenca entre os trés grupos (Tabela 2).
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A concentracao de C5b9 foi de 15,02 ng/ml (13,1 — 16,94 ng/ml) no grupo SA,
16,63 ng/ml (14,37 — 18,9 ng/ml) no grupo SP e de 14,05 ng/ml (9,8 — 18,29 ng/ml)
no grupo controle. N&o foi observado diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos pelo teste de ANOVA (p=0,358) (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentragées do Complemento no liquido pleural 12 h apds a inoculagdo de bactérias ou
terebentina (controle): Média (IC95%)

SA (n=15) SP (n=11) Controle (n=9) P
C3a 1066,82 1188,28 679,13 <0,001*
(937,29 — 1196,35) (1095,65 — 1280,92) | (601,29 — 756,98)
C5a 55,73 520,11 5,27 <0,001?
(41,22 — 70,23) (278,92-761,3) (1,68 — 8,85)
C5b9 15,02 16,63 14,05 0,358
(13,1 - 16,94) (14,37 — 18,90) (9,8 - 18,29)
! teste Post-Hoc de Dunnett T3 mostra diferenca entre o grupo controle e SA e
controle e SP (p<0,001), mas ndo entre SA e SP (p=0,22).
’teste Post-Hoc de Dunnett T3 mostra diferenca entre os trés grupos: SA x Controle
p<0,001; SP x Controle p=0,002 e SA x SP p=0,005

A analise de curva ROC tanto dos marcadores tradicionais quanto das fracdes
do complemento ativado, considerando como casos ambas as exposicoes a
bactérias (tabela 3), mostrou as areas sob a curva da concentracao de glicose e de
proteina respectivamente de 0,921 e 0,891 enquanto o C5a e C3a e C5b9 foram de

1e0,987 e 0,757.
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Figura 1 - Curva ROC das fragGes ativadas do complemento
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Figura 2 - Curva ROC marcadores tradicionais
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Na populacédo estudada, a utilizacdo do ponto de corte da concentracdo de
Cbha de 13,604 levou a sensibilidade e especificidade proximas de 100%. Ao utilizar
0 ponto de corte da concentragdo de C3a de 740,15 obteve-se sensibilidade proxima
de 100% e especificidade de 88%, enquanto o uso do ponto de corte de 824,87
mostrou sensibilidade de 92,3% e especificidade proxima a 100%.

A avaliacdo histopatolégica apresentou distribuicdo ndo paramétrica e
apresentou mediana e valores minimos e maximos conforme a tabela 3. Realizado
teste de Kruskal Wallis que demonstrou diferenca entre o escore correspondente a
infiltracdo de polimorfonucleares, necrose e hiperplasia mesotelial. Na avaliacao
entre 0s grupos, a diferenca na infiltracdo de polimorfonucleares néo foi significante

entre 0s grupos, sendo a significancia entre o grupo SP e SA de 0,051 (p=0,051), SP
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e controle de 0,154 e SP e SA de 1. A diferenca no escore de necrose foi
identificada entre o grupo SP e controle (p=0,42), mas n&o entre os demais (SA-SP
p=0,840 e SA-Controle p=0,351). A diferenca entre a hiperplasia mesotelial foi entre
0 grupo SA e Controle (p=0,02) e SP (p=0,036), mas ndo entre o grupo controle e

SP (p=1).

Tabela 3 - Avalia¢ao histopatologica

Controle SA SP p(Kruskal-
Mediana (min-max) | Mediana (min-max) | Mediana (min-max) | Wallis
Infiltrado PMN 3(0-3) 3(0-3) 4(1-4) 0,044
Infiltrado Linfoplasmocitario 0(0-3) 0(0-2) 0(0-0) 0,081
Necrose 1,5(0-2) 1(0-2) 0(0-2) 0,046
Fibrina 1(0-2) 0(0-3) 1(0-3) 0,126
Fibrose 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 1
Hemorragia 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0,962
Granulomas 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 1
Hiperplasia Mesotelial 0(0-1) 1(0-2) 0(0-1) 0,008

Foi realizada comparacdo da concentracdo dos marcadores (c3a, cba,
proteina e glicose) entre os animais com 0Obito ndo programado (antes de 24 horas,
mas com sobrevida além de 12 horas), ndo sendo observado diferenca estatistica

entre as médias dentro de cada grupo estudado.

Discusséao:
As fracoes ativadas do complemento C3a e C5a foram capazes de discriminar
a etiologia da resposta inflamatéria no liquido pleural de animais expostos a

bactérias comparados agueles com inoculacao intrapleural de irritante quimico.
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Diversos métodos tém sido usados para estudo do empiema de forma
experimental, com utilizacdo dos mais variados tipos de animais, como coelhos,
porquinhos-da-india e ratos 13.16-23, Nos primeiros estudos?3, o empiema era induzido
por meio de toracotomia com necessidade de intubagéo e ventilagdo mecéanica. Com
a utilizacdo do osciloscopio de presséo, foi possivel a inducéo através da realizacédo
de puncéo pleural com maior seguranca, tornando o procedimento mais simples,
seguro e barato.

A experimentacdo com derrame pleural induzido em ratos ja se mostrou
eficaz para reproduzir derrame pleural infectado!”1°. Além disto, este modelo
experimental pode avaliar testes diagndsticos com a grande vantagem de ter menor
custo, tendo em vista os valores dos animais e de sua manutencdo quando
comparados ao uso de coelhos e porquinhos-da-india20.21.24-26,

Apesar da utilizacdo da terebintina como indutor de resposta inflamatéria ser
comum13-15212426-28 ' este experimento é o primeiro que utiliza este irritante quimico
para provocar a formacao de exsudato estéril intrapleural no rato, sem determinar
alteracdes histopatoldgicas na pleura e pulméo, e permitindo a comparacdo deste
liguido com aquele oriundo da infeccéo pleural por bactérias. Contudo, a inoculacao
de terebintina causou dor importante nos ratos, 0S quais mantinham postura
antalgica na marcha e apresentavam taquipneia importante. Para manter o cuidado
ético dos animais, foi incluido no manejo a administracdo de Tramadol®, com
melhora importante da dor.

A utilizacdo da ecografia permitiu ndo s6 a identificacdo de liquido pleural,
mas também foi importante para orientacdo da toracocentese, sendo fundamental

para coleta de mesmo pequenos volumes de liquido intrapleural.
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A variabilidade do numero de perdas dos animais nos estudos previamente
publicados com ratos, quando descritos, foi de 22% a 35%. Desta forma, nosso
experimento, com perdas de 25%, se manteve consistente a média dos demais
estudos.

O estudo apresentou limitacdo da abordagem diagndstica do derrame pleural,
pois ndo foi possivel realizar a dosagem de pH e contagem de células devido a
pequena quantidade de derrame retirado na primeira coleta.

Este estudo experimental mostrou que a concentracdo de complementos C3a
e Cha foram significativamente maiores nos empiemas induzidos experimentalmente
apos a inoculacdo intrapleural de Staphilococcus aureus e Streptococcus
Pneumoniae, sugerindo que eles possam ser efetivos marcadores da presenca de
derrame parapneumOlnico com estas bactérias. Entretanto, o0 uso destes
complementos como marcadores de derrames parapneumonicos infectados ainda

necessita de estudos em humanos para validacdo de nossos resultados.
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SUMMARY

Background

Pleural empyema is a well-known complication of pneumonia. If treatment is delayed, empyema
may increase morbidity and mortality in affected patients. Therefore, the identification of
empyema biomarkers in parapneumonic pleural effusion is desirable. Previous research has

suggested complement activation products as candidate empyema markers.

Objective

To compare the levels of complement activation products C3a, C5a, and C5b9 in pleural effusion

induced by Staphylococcus aureus (SA), Streptococcus pneumoniae (SP), or turpentine (control).

Method

Thirty-nine male Wistar rats (mean weight 414g; 290-546¢) were allocated as follows: 17 animals
in the SA group, 12 in the SP group, and 10 in the control group. Bacteria or turpentine were
injected into the pleural space. After 12h, intrapleural fluid was collected using ultrasound-guided

thoracentesis. Levels of complement activation products were determined using ELISA Kits.

Results

Two SA and 1 SP animals died before 12h. Mean levels were as follows: C3a: 1066.82 pg/mL
(937.29-1196.35 pg/mL) in SA, 1188.28 pg/mL (1095.65-1280.92 pug/mL) in SP, and 679.13
pg/mL (601.29-756.98 pg/mL) in controls (p<0.001); C5a: 55.727 ng/mL (41.22-70.23 ng/mL) in
SA, 520.107 ng/mL (278.92-761.3 ng/mL) in SP, and 5.268 ng/mL (1.68-8.85 ng/mL) in controls
(p<0.001); C5b9: 15.02 ng/mL (13.1-16.94 ng/mL) in SA, 16.63 ng/mL (14.37-18.9 ng/mL) in
SP, and 14.05 ng/mL (9.8-18.29 ng/mL) in controls (p=0.692). ROC analysis revealed an area

under the curve of 0.987 (95%CI: 0.953-1) for C3a; 1 (1-1) for C5a; and 0.757 for C5b9 (0.523-
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0.990).
Conclusions

In the present rat model, complement activation fragments C3a and C5a accurately detected

infected pleural effusion.
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Introduction

Pleural empyema (PE) is defined as the presence of pus in the pleural space, usually secondary
to pneumonia (parapneumonic effusion).™? An increase in the incidence of empyema has been noted
worldwide.>37 While heterogeneous empyema mortality rates have been reported in the literature, the
associated morbidity is high, especially in more advanced stages of pleural disease. Therefore, early

diagnosis and treatment of empyema are essential to limit damage.®®°

Several biomarkers of empyema have been suggested?®-?; case series studies have investigated
the relationship between empyema and the levels of inflammatory cytokines such as tumor necrosis
factor-alfa and interleukin-8, antioxidant defense enzymes such as myeloperoxidase, matrix
metalloproteinase (MMP)-2, MMP- 8, and MMP-9, neutrophil elastase, lipopolysaccharide-binding
protein, soluble triggering receptor expressed on myeloid cell, C-reactive protein, and complement
activation products such as SC5b-9.1%-1? Nevertheless, determining the usefulness of empyema
biomarkers is complicated by the heterogeneity of the disease, which involves various possible
etiologies, age groups, and disease stages. To produce clinically relevant results, very large samples
would be required. Alternatively, the use of experimental models of empyema may be helpful to

identify candidate biomarkers for investigation in human beings.1¢

Considering this scenario, the aim of this study was to investigate the accuracy of complement
activation product levels to detect infected pleural effusion in a rat model of bacteria-induced

empyema.

Materials and Methods

This controlled experimental study was carried out at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre

(HCPA) Experimental Research Center following approval from the Institutional Review Board
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(protocol 130027). All rats were obtained from the same commercial provider. Before the experiment,
the animals were kept in isolation in boxes shared by not more than three individuals, with free access
to water and chow in a 12h dark/light cycle. The handling of animals followed institutional and

national guidelines.’

Thirty-nine male Wistar rats (mean weight 4149, 290-5469) were divided into three groups:
17 rats received an intrapleural injection of 0.1 mL Staphylococcus aureus solution (10 colony
forming units [CFU]/mL) (Group SA); 12 rats were injected with 0.05 mL Streptococcus pneumoniae
solution (10'° CFU/mL) (Group SP); and 10 rats were injected with 0.2 mL turpentine (control group).
These volumes were determined in a pilot study carried out to define the necessary amount of bacteria

or turpentine to produce pleural effusion without Killing the animals.

After mask induction of anesthesia with isoflurane and intraperitoneal administration of 0.05
mL/100g tramadol for pain control, animals were positioned in left lateral decubitus for removal of
hair on the right hemithorax, followed by skin disinfection with chlorhexidine solution. Bacteria or
turpentine were injected into the pleural space using a 24-gauge sheathed needle, which was inserted
through the fourth right intercostal space. The position of the needle inside the pleural space was
ascertained before injection of bacteria or turpentine using a pressure meter (oscillometer) connected
to the needle. Following the procedure, the animals were monitored and a second dose of tramadol

was administered if necessary.

After 12h the animals were again anesthetized with isoflurane and treated with intraperitoneal
tramadol for pain control. Thoracic ultrasound (US) (12-13 MHz transducer) was performed to
confirm the presence of pleural effusion and guide thoracentesis for intrapleural fluid collection. The
collected fluid was divided into three equal aliquots and stored at —80 °C for later determination of
complement activation fragment levels using ELISA kits for complement component 3 (C3A - USCN
LIFE SCIENCE- Cloud-Clone Corp. Houston/Texas), complement component 5a (C5A - USCN LIFE

SCIENCE - Cloud-Clone Corp. Houston/Texas), and terminal complement complex CB5B-9 (USCN
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LIFE SCIENCE - Cloud-Clone Corp. Houston/Texas). The ADVIA 1800 System (Siemens) was used
for determination of glucose with the enzymatic ultraviolet test (hexokinase method), lactate
dehydrogenase (LDH) with the kinetic ultraviolet method, and protein with the biurat test. Twenty-
four hours after inoculation, the animals were euthanized with a lethal dose of ketamine/xylazine and
submitted to necropsy. Following laparotomy and thoracotomy, the residual pleural fluid was collected
for culture. Heart and lungs were excised en bloc and stored in individual tubes containing 10%
formalin solution for analysis by a pathologist blinded to study groups. Pleural and lung specimens
were scored according to the presence of abnormal vascularization and microscopic findings such as

fibrosis, polymorphonuclear infiltrate, lymphocytic infiltrate, vasculitis, necrosis, or hemorrhage.

Data were entered into a Microsoft Excel (2013) spreadsheet and analyzed in SPSS (v.
18.0.3). Continuous variables were expressed as mean, standard deviation (SD) or median
(interquartile range). Categorical variables were expressed as absolute and relative frequency.
Analysis of variance (ANOVA) and Dunnett’s post hoc test were used for comparisons between the
groups. Receiver operating characteristic (ROC) analysis was used to determine the diagnostic
accuracy of LDH, protein, glucose, C3a, C5a, and C5b-9 to detect empyema. Significance was

established at 5% (p<0.05).

Results

The mean volume of pleural fluid obtained by thoracentesis was 1.2 mL, without statistical
difference between the groups. Culture revealed Staphylococcus aureus in all SA animals and

Streptococcus pneumoniae in all SP animals. Bacteria were not detected in control animals.

Two SA (n=17) animals and one SP (n=12) animal died before 12h and were excluded from
the analysis. The deaths were due to hemopneumothorax and infection (SA) or infection (SP).
Therefore, 15 and 11 SA and SP animals respectively were studied. Also, three SA animals and five

SP animals died before 24 h. There were no deaths in the control group (n=10), but one control animal
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did not develop pleural fluid. The levels of protein, glucose, and LDH in pleural fluid 12 h after

injection of bacteria or turpentine are described in Table 1.

Table 2 - Biochemical analysis of pleural fluid 12 h after injection of bacteria or turpentine

(control)
SA (n=15) SP(n =11) Control (n=9) p
Mean (95%Cl) Mean (95%Cl) Mean (95%Cl)
Protein 5.454 6.00 4,778 <0.001?
(mg/dl)
(5.190 - 5.717) (5.412 - 6.588) (4.445 - 5.11)
Glucose 106.36 14.50 160.78 <0.001?
(mg/dl) (92.74 - 119.97) (-17 - 44.06) (138.97 - 182.59)
LDH 8067.71 4663.25 20709.11 <0.0013
U/l (5410.71 - 10724.72) (2626.52 - 6699.98) (16993.86 -
24424.36)

1Control group differs from both SA (p=0.015) and SP (p<0.001, Dunnett’s T3 test); no difference
detected between SA and SP (p=0.197, Dunnett’s T3 test).

ZStatistically significant difference (Dunnett’s T3 test) for all group comparisons (p<0.001).

3Control group differs from both SA (p=0.015) and SP (p<0.001, Dunnett’s T3 test); no difference
detected between SA and SP (p=0.098, Dunnett’s T3 test).

Table 2 shows the levels of complement activation products in pleural fluid 12 h after
intrapleural inoculation. A statistical difference was observed between the groups by ANOVA
(p<0.01). Dunnett’s post-hoc test confirmed significant differences in C3a levels between the control
group vs. the SA and SP groups (p<0.001). However, no differences were observed between the SA

and SP groups (p=0.22) (Table 2).

Regarding C5a levels, the significant difference detected for all group comparisons (p<0.001)
by ANOVA was confirmed by post hoc analysis (Table 2). C5b9 levels were similar in all groups

(p=0.358) (Table 2).
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Table 2 — Levels of complement activation products in pleural fluid 12 h after injection of
bacteria or turpentine (control)

SA (n=15) SP (n=11) Control (n=9)
Mean ng/mL (95%Cl) Mean ng/mL (95%Cl) Mean ng/mL (95%Cl) p
C3a 1066.82 1188.28 679.13 <0.001!
(937.29-1196.35) (1095.65-1280.92) (601.29-756.98)

C5a 55.73 520.11 5.27 <0.001?

(41.22-70.23) (278.92-761.3) (1.68-8.85)
C5b9 15.02 16.63 14.05 0.358

(13.1-16.94) (14.37-18.90) (9.8-18.29)

Control group differs from both SA and SP (p<0.001, Dunnett’s T3 test); no difference detected
between SA and SP (p=0.22, Dunnett’s T3 test).

ZStatistically significant difference (Dunnett’s T3 test) for all group comparisons: SA vs. control,
p<0.001; SP x control, p=0.002; and SA vs. SP, p=0.005.

ROC analysis of traditional markers (LDH, glucose, and protein) and complement activation
product levels (considering as diseased the rats exposed to SA and SP) revealed areas under the curve
(AUC) 0f 0.33, 0.921, and 0.891 for LDH, glucose, and protein respectively, and 1.0, 0.987, and 0.757
for C5a, C3a, and C5b9 respectively. Figure 1 shows ROC curves for glucose and protein. Figure 2
shows ROC curves for complement activation products. The best cutoff points to detect empyema in
this experimental model were 13.604 ng/mL for C5a (sensitivity and specificity close to 100%);
740.15 ng/mL for C3a (sensitivity close to 100% and specificity of 88%); and 824.87 ng/mL for C5b9

(sensitivity of 92.3% and specificity close to 100%).
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Figure 1 Specificity and sensitivity of protein and glucose to detect infected pleural effusion in a rat model.
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Figure 2. Specificity and sensitivity of complement activation products to detect infected pleural effusion in a
rat model.
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All animals (17 SA rats, 12 SP rats, and 10 control rats) underwent pathology examination.
The distribution of microscopic findings was non-parametric. Thus, these results are presented as
median (minimum-maximum range) (table 3). Kruskal-Wallis test revealed a difference between
polymorphonuclear infiltrate, necrosis, and mesothelial hyperplasia; for polymorphonuclear infiltrate
the adjusted significance found no difference, with p=0.154 for controls vs. SP; p=0.51 for SP vs. SA;
and p=1 for controls vs. SA. Necrosis was significantly different (p=0.008) between SP and controls,
but no difference was observed for the other comparisons (SA vs. SP: p=840; SA vs. controls:
p=0.351). Mesothelial hyperplasia was different in the SA group vs. controls (p=0.02) and between SA

vs. SP (p=0.036), but not between controls and SP (p=1).
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Table 3 — Pathology analysis of infected pleural effusion in a rat model?

SA (n=17) SP (n=12) Control (n=10)
Median Median Median
p (Kruskal-

Microscopic finding (min-max) (min-max) (min-max) Wallis
Polymorphonuclear
infiltrate 3(0-3) 4(1-4) 3(0-3) 0.044
Lymphocytic infiltrate 0(0-2) 0 (0-0) 0(0-3) 0.081
Necrosis 1(0-2) 0(0-2) 1.5 (0-2) 0.046
Fibrin 0 (0-3) 1(0-3) 1(0-2) 0.126
Fibrosis 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 1
Hemorrhage 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) 0.962
Granuloma 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 1
Mesothelial hyperplasia 1(0-2) 0(0-1) 0(0-1) 0.008

A score ranging from 0 to 5 was assigned by a pathologist blinded to study group for each finding.

Levels of C3a, C5a, protein, LDH and glucose were compared in animals with non-
programmed death (after 12 h and before 24 h) vs. animals that were euthanized at 24 h. No

differences were observed between the groups.

Discussion

In the present study investigating the accuracy of complement activation product levels to
detect infected pleural effusion in a rat model of bacteria-induced empyema, the three groups
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, and turpentine) developed pleural fluid
compatible with exudate based on the concentration of LDH and protein. Complement activation
fragments C3a and C5a (and particularly C5, with AUC of 1.0) were capable of discriminating
bacteria-infected pleural exudate from sterile exudate produced by injection of a chemical irritant. This
finding suggests that these biomarkers are sufficiently accurate to detect infected parapneumonic
pleural effusions requiring treatment.
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Several experimental models of empyema are available, with different animals, including
rabbits, guinea pigs, and rats.'*#-2> Previous studies have shown that rat models are useful to evaluate
diagnostic tests, and also that these models effectively reproduce infected pleural effusion.®2 In
addition, the costs associated with the acquisition and housing of rats are lower as compared to rabbits

and guinea pigs 222326-28,

Previous studies® have employed thoracotomy to induce empyema, which required intubation
and mechanical ventilation. The use of a pressure meter allowed injection of bacteria through pleural
puncture, with greater safety, making the procedure simpler, safer, and less costly. In addition,
ultrasound was advantageously used not only to identify pleural fluid, but also to guide thoracentesis,

playing a crucial role in the successful collection of small volumes of intrapleural fluid.

Even though the use of turpentine to induce an inflammatory response is not new,14-16.23.26.28-30
this chemical irritant had never been used to induce sterile pleural effusion in rats. In the present study,
this allowed us to compare sterile exudate with bacteria-infected exudate confirmed by LDH and
protein measurements. Because inoculation of turpentine caused major pain in the animals, inducing
antalgic posture and gait as well as major tachypnea, tramadol was added to the management protocol,

with adequate control of pain.

The literature?#16:20.2324.2628 dascribes loss of experimental animals ranging from 22% to 35%.

Thus, the 25% loss recorded in the present study was consistent with the reported rates.

Some limitations of the present work must be addressed. Because no previous studies using rat
models for dosing of C5a, C3a, and C5b9 were available, we were not able to calculate the sample
size. The number of animals was defined based on previous work with rat models of empyema
focusing on other aspects, and empyema mortality was high even prior to fluid sampling. Another
limitation was the impossibility of measuring pH and perform cell counts due to the small amount of

effusion obtained in the first collection.

In conclusion, the present experimental study showed significantly higher levels of C3a and
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C5a in empyema induced by intrapleural injection of Staphylococcus aureus and Streptococcus

pneumoniae as compared to the levels detected in sterile effusion. This suggests that these

complement activation fragments may be effective biomarkers of infected parapneumonic effusion.

Nevertheless, studies with humans are still required to confirm our findings and warrant the use of

these complement activation fragments for early detection of empyema.
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6.8 LIST OS FIGURES
Figure 1 - Specificity and sensitivity of protein and glucose to detect infected pleural effusion
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os métodos diagnosticos para detectar a presenca de infeccdo do derrame pleural
parapneumonico tem a intengdo de prontamente iniciar-se o tratamento mais adequado. O
presente estudo experimental identificou a fracdo C3a e C5a como possiveis marcadores de

infeccdo, que podem ser usados para diferenciar derrame estéril de empiema.

O uso do modelo experimental permitindo a coleta multipla, com uso de ecografia,
assim como a inducdo de derrame pleural estéril permitiu a realizacdo de comparacdes Uteis

para realizagdo de estudos comparativos, melhorando os estudos estatisticos dos resultados.

Futuros estudos poderdo ser realizados no ambiente clinico para avaliar o uso da
dosagem de C3a e C5a como marcadores de empiema, visando o tratamento precoce, antes da

progressdo do empiema.
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8. ANEXOS

PLANILHA DE COLETA DE DADOS

1-ldentificacéo
Rato n Grupo Peso g ldade

2- Intervengao

2.1-Inoculacdo: Dia / / Hora

2.2-Toracocentese:

T1: Dia / / Hora Volume coletado:
T2 : Dia / / Hora Volume coletado:
T3: Dia / / Hora Volume coletado:_
2.3-Eutanasia Dia / / Hora:

3- Achados macroscopicos

3.1-Ecografia: Derrame (S) (N)

3.2-Aspecto do derrame apds puncao (T1):
() Purulento ( ) Citrino

3.3-Aspecto do derrame apds puncao (T2):
() Purulento ( ) Citrino

3.4-Aspecto do derrame apds eutanasia (T3):

() Purulento () Citrino
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3.5-Avaliacdo macroscopica da cavidade:

( )o )1 ()2 ()3

4- Avaliacdao microscopica da biopsia pleural e pulmonar:

4-Achados laboratoriais
4.1-Bioquimica

4.11-pHTL: T2: T3:

4.1.2-Proteinas totais T1: T2: T3:

4.1.3-Gliocose: T1: T2: T3:

4.1.4-LDH T1: T2: T3:

4.1.5 Dosagem da TGF beta-1: T1: T2: T3:

4.2 Histologia:
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