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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi reproduzir o modelo experimental de sepse no
rato e verificar se a pressao arterial pode ser um indicador confidvel do inicio do
processo da sepse, comparando este dado com a quantificagdo de procalcitonina e
oxido nitrico. Foram utilizados 20 animais anestesiados com anestesia volatil com
halotano. O experimento foi dividido em duas etapas: a primeira tinha como objetivo
estipular o tempo de avaliagdo necessério para observar os primeiros sinais de
sepse. Para isso, foi avaliado a frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e
leucometria de 9 animais, em trés momentos: M1, imediatamente apos a
manipulagdo; M2, 2 horas ap6s a manipulagdo e M3, 4 horas apos a manipulacao.
Nesta etapa, observou-se leucocitose com 2 horas e queda dos leucdcitos com 4
horas. A partir desse resultado, estipulou-se que a avaliacdo da presséo arterial,
leucometria e biomarcadores seriam realizadas nos trés momentos citados acima
para a segunda etapa.

Para mensuragéo da presséo arterial, foi realizada dissecacéo da artéria cardtida e
o cateter inserido foi fixado atrds da orelha para as avaliagbes nos momentos
estipulados. Nesta etapa, foram utilizados 11 animais, sendo 5 SHAM e 6 induzidos
ao modelo experimental de sepse. Para inducdo da sepse, foi realizada uma inciséo
na linha média a fim de alcancar o ceco que foi exposto e teve seu &pice ligado de
forma "frouxa" com fio de nylon O e perfurado trés vezes com auxilio de uma agulha
hipodérmica 40x16. O ceco foi devolvido a cavidade e aos planos anatdémicos
suturados com fio de nylon 3-0 com pontos simples separados. Os animais do grupo
SHAM passavam pelo mesmo processo de exposicdo e manipulagdo do ceco;
porém sem ligadura e perfuracdo do mesmo. A cada momento era realizada a
avaliacdo clinica pela mensuracéo da presséo arterial e laboratorial, pela coleta de 1
mL de sangue arterial que foi utilizado para o leucograma e, posteriormente,
centrifugado para obtencdo do plasma utilizado na mensuragdo dos marcadores
estudados. Foram utilizados kits especificos de procalcitonina e 6xido nitrico e o
protocolo foi seguido conforme o fabricante. Ndo houve diferenca estatistica entre os
animais SHAM e os induzidos a sepse experimentalmente. Com relagdo ao Oxido
nitrico, houve uma diferenca clinica, mas néo estatistica, com aumento dos valores a
cada momento avaliado. Além disso, os animais induzidos apresentaram resultados
superiores aos animais SHAM. Com relacdo a presséo arterial, houve diferenca

estatistica apenas na presséo arterial diastdlica que aumentou a cada momento



avaliado. Podemos concluir que o modelo estudado foi capaz de induzir a sepse. Os
niveis de procalcitonina e 6xido nitrico mantiveram os mesmos padrdes nos dois
grupos, inclusive no grupo SHAM, podendo estar associados ao inicio do processo,
ou seja, inicio da sindrome inflamatéria sistémica, devido & manipulagéo cirurgica, e

a presséo arterial ndo foi eficaz em predizer o inicio da sepse no tempo estudado.

Palavras-chave: biomarcadores, SIRS, hemodindmica, contagem de leucdcitos, kit

de ensaio.



ABSTRACT

The aim of this study was to reproduce an experimental model of sepsis in rats and
see if the blood pressure can be a reliable indicator of the beginning of the process of
sepsis, comparing this with procalcitonin and nitric oxide. 20 animals anesthetized
with halothane inhalation anesthesia were used. The experiment was divided into two
phases where the first objective was to stipulate the evaluation time needed to
observe the first signs of sepsis. For this, we evaluated the heart rate, respiratory rate
and leukocyte count of nine animals in three moments: M1, immediately after
manipulation; M2, 2 hours after manipulation; and M3, 4 hours after manipulation. At
this stage, there was leukocytosis at 2 hours and decrease of leucocytes 4 hours.
From this result, it was stipulated that the evaluation of blood pressure, leukocyte and
biomarkers would be held in three stages mentioned above for the second stage. To
measure blood pressure, carotid artery dissection was performed and the inserted
catheter was secured behind the ear for evaluations within the stipulated time. At this
stage, 11 animals were used, 5 and 6 SHAM induced experimental model of sepsis.
To induce sepsis, an incision was made in the midline in order to reach the cecum,
the foregoing and has its apex connected in "loose" form with nylon and O perforated
three times with the aid of a hypodermic needle 40x16. The cecum was returned to
the cavity and anatomical planes sutured with 3-0 nylon simple interrupted stitches.
The animals of the SHAM group went through the same process of exposure and
manipulation of the cecum, but without ligation and puncture it. Every moment was
performed by clinical evaluation and laboratory measurement of blood pressure, by
collecting 1 ml of arterial blood was used for leukocyte counts and subsequently
centrifuged to obtain the plasma used in the measurement of the markers. Specific
kits procalcitonin and nitric oxide were used and the protocol was followed according
to the manufacturer. There was no statistical difference between the SHAM animals
and the experimentally induced sepsis. With respect to nitric oxide, there was a
clinical difference, but not statistically, with increasing values for each evaluated time.
Furthermore, the induced animals show results superior to SHAM animals. With
regard to blood pressure, there was statistical difference in diastolic blood pressure
increased with each evaluated time. We can conclude that the model studied was
able to induce sepsis. Procalcitonin levels and nitric oxide maintained the same

patterns in both groups, including the SHAM group, and may be associated with the



beginning of the process, ie, early systemic inflammatory syndrome due to surgical
manipulation; and blood pressure was not effective in predicting the onset of sepsis
in the study period.

Keywords: Biomarkers, SIRS, hemodynamic, leukocyte count, test kit
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1. INTRODUCAO

A sepse é uma sindrome causada pela resposta inflamatoria sistémica
descontrolada do individuo, de origem bacteriana, fungica ou viral. Caso ndo seja
prontamente tratada, a sepse progride para o choque séptico que ocasiona uma
severa deplecdo de volume intravascular e hipdxia celular, podendo levar a faléncia
multipla de 6rgédos e morte (VANZANT et al., 2011).

O termo Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS), em 1991, foi
reconhecido pela Conferéncia de Consenso sobre Sepse como qualquer reacéo
inflamatoéria secundaria a agressdes, infecciosa ou ndo. Os parametros
estabelecidos para caracterizagdo do envolvimento sistémico sdo ao menos duas
alteracOes, dentre elas, temperatura, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e
leucograma (BARBOSA et al., 2004).

Apesar dos sintomas serem conhecidos, na emergéncia e terapia intensiva,
ainda héa uma dificuldade em distinguir a causa da sepse em pacientes com sinais
clinicos de inflamacé&o aguda (LVOVSCHI et al., 2011).

A distingdo de causa € o ponto chave da medicina para um maior sucesso no
tratamento da sepse (KIBE et al., 2012).

O reconhecimento e tratamento precoce da sepse permitem um maior
sucesso na recuperagao e, consequentemente, uma taxa maior de sobrevivéncia
(VANZANT et al., 2011).

A presenca de determinados componentes na membrana dos patdégenos
induz a liberacdo de mediadores inflamatérios especificos, caracterizando a fase
inicial da sepse.

Os biomarcadores sdo capazes de distinguir entre SIRS e varias formas de
sepse, como sepse grave e choque séptico, sendo uma estratégia para monitorar
mudancas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias associadas a resposta do
hospedeiro aos patégenos (LVOVSCHI et al., 2011).

Dentre os diversos tipos de biomarcadores existentes, os mais estudados
atualmente séo as citocinas, a procalcitonina, a proteina C reativa e o 0xido nitrico.

As citocinas tém sido amplamente avaliadas como potenciais biomarcadores
da sepse, ja que sdo importantes mediadores na fisiopatologia da doenga e, em sua
maioria, sdo produzidas imediatamente apds a sepse (ANDALUZ-OJEDA et al.,
2012).
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As citocinas ndo sdo estocadas nas células produtoras e, portanto, a sintese
€ requerida para serem secretadas. Uma vez liberadas, tém uma vida média curta,
limitada a sua atividade biolégica (Ceccon et al., 2004). Dentre elas, a IL-6 e a IL-8
sdo as mais relacionadas com a gravidade da resposta a infec¢éo ou a inflamacéao.

Outras citocinas, como o TNF, IL-1 ou IL-10, correlacionam-se fracamente
com o curso clinico de pacientes sépticos e podem néo ser detectadas em pacientes
com sepse. Elevadas concentragdes de pico de IL-6 sdo encontradas em pacientes
que ndo sobreviveram a sepse. Contudo, essas citocinas estdo elevadas em uma
série de condi¢des inflamatorias ndo infecciosas. Varios estudos foram conduzidos
para, particularmente, relacionar a IL-6 com o prognéstico de pacientes sépticos.
Todavia, 0 que os autores demonstraram foi que a acuracia diagnéstica da IL-6 para
sepse seria limitada, pois se eleva de forma inespecifica em estados inflamatoérios
sem infeccdo (BARBOSA et al., 2004). Ainda foi observado que, embora a infuséo
de IL-6 provoque febre, este mediador ndo produz efeitos hemodinamicos ou outros
efeitos sistémicos observéveis (CECCON et al., 2004).

A procalcitonina € um horménio produzido em condi¢Bes fisiologicas para
conversdao em outro horménio, a calcitonina. A calcitonina estd envolvida na
regulacdo metabdlica de célcio e fosfato (SORENG et al., 2011), e é induzida
primariamente por infeccbes generalizadas e pode ajudar a diferenciar SIRS de
causas infecciosas e néo infecciosas podendo contribuir para o diagnostico precoce
e 0 acompanhamento da efetividade das medidas terapéuticas (BARBOSA et al.,
2004). Este biomarcador apresenta niveis elevados, principalmente em sepse
relacionada a bacteremia, pela sua producdo extratireoideana nessas condi¢des
(SORENG et al., 2011).

A procalcitonina comega a se elevar a partir de trés horas e possui uma meia-
vida de 24 a 30 horas na circulagdo, em contraste com outros marcadores da sepse
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ou a interleucina 6 (IL-6), que retornam
aos niveis basais dentro de 6 a 8 horas (PATIL et al., 2012).

A proteina C reativa € uma proteina de fase aguda produzida pelo figado em
resposta a uma invasdo microbiana, inflamag&o aguda e injaria tecidual (NIELSEN et
al., 2007). Pode-se dizer que este marcador possui comportamento positivo, ou seja,
a concentragdo serica se eleva marcadamente logo apds a ocorréncia de uma
agressdo ao organismo (ANDRIOLO et al., 2004). Especialmente, a interleucina-6

(IL-6) estimula os hepatdcitos a produzir RNAm para producéo de proteinas de fase
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aguda (fibrinogénio, PCR, amiloide sérico A) (SANTOS et al.,, 2003). O que
determina o valor da proteina C reativa € a taxa de sintese que depende da
intensidade do processo inflamatério (BARBOSA et al., 2004). A proteina C reativa
se eleva em 12 a 24 horas e necessita de 20 a 72 horas para chegar a um plato,
permanecendo elevada por 3 a 7 dias, necessitando de 2 a 3 dias a mais para
normalizacdo dos seus niveis, quando comparada & procalcitonina, demonstrando a
vantagem desta ultima no controle da doenca (PATIL et al., 2012). Apesar de sua
alta sensibilidade, a proteina C reativa ainda € um biomarcador pouco especifico,
apresentando-se elevada também em situagbes ndo infecciosas, como traumas
cirdrgicos, doencas inflamatdrias e autoimunes (ANDRIOLO et al., 2004).

O oOxido nitrico € um vasodilatador que ocorre naturalmente e pequenas
quantidades séo essenciais para manter o tonus vascular. O 6xido nitrico enddégeno
se origina da L-arginina quando ocorre a liberacdo da enzima 6xido nitrico sintetase
(NOS). Aliberagéo e atuagao da NOS sobre a L-arginina acarreta a producéo de NO
(KNOBEL, 1996). A NOS indispenséavel para a produgdo de NO apresenta-se sob
trés isoformas no organismo: forma constitutiva (CNOS) - ou endotelial (eNOS) -, a
forma neuronal (NNOS), ambas calcio-dependentes, e forma induzivel ou induzida
(INOS), que é calcio-independente (HAUSER et al., 2005). Esta ultima forma s6 é
liberada em estimulos imunoldgicos causados pelas endotoxinas e citocinas,
diferentemente da cNOS e nNOS que ocorrem em processos fisiologicos. Essa
liberagdo de INOS que leva ao incremento de Oxido nitrico plasmético (KNOBEL,
1996). A producgéo exacerbada de NO leva a uma intensa vasodilatagdo e profunda
hipotensdo que leva a hipoperfuséo de todos os 6rgéos (ISHIKAWA et al., 2012).

Alguns mediadores liberados apresentam um papel proinflamatério, como as
citocinas, enquanto outros mediadores exercem a func¢d@o anti-inflamatéria. Além
disso, o endotélio vascular exerce uma fungdo na fisiopatologia da sepse, na
insuficiéncia vascular devido as anormalidades na vasomotricidade e na
trombomodulacdo. Quando todo esse processo ndo € interrompido, a atividade
inflamatoria é excessiva e mecanismos imunes podem liberar metabdlitos toxicos
que causam a sindrome da faléncia mdltipla de 6érgéos, coagulacdo intravascular
disseminada, depressdo miocardica, vasodilatacdo refrataria, hipotensdo e choque
séptico.

Os sintomas iniciais da sepse s@o pouco especificos, visto que a hipertermia

€ o primeiro sinal encontrado em pacientes em sepse, mas também pode ser
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encontrada em outros processos patolégicos. Além disso, taquicardia e taquipneia
também podem ter outras etiologias que ndo a sepse em si. A presséo arterial tem
um papel importante na evolucdo da sepse, devido & hipotensdo refratéria a
reposi¢ado volémica observada em paciente em choque séptico. A hipotenséo severa
também leva a hipoperfuséo tecidual e disfuncdo orgéanica observadas nos pacientes
em sepse grave.

A forma de diagnéstico mais eficaz tem sido a conjugagéo de exames clinicos
e laboratoriais, 0 que acaba sendo custoso e demorado na emergéncia e terapia
intensiva. Tanto o diagnostico precoce da sepse quanto a mudancga ou interrupgao
do seu curso tém sido persistentemente perseguidos pelos pesquisadores nesses
tltimos anos. Entretanto, a ma evolucdo clinica e/ou a manutencdo de elevada
mortalidade nos pacientes com sepse ainda ndo sinalizam para um desfecho
proximo ou exitoso na busca de solugdes para esse mal.

Para tanto, o objetivo do presente trabalho é reproduzir o modelo da sepse
experimentalmente, visando a estabelecer uma correlagdo de alguns mediadores
liberados precocemente, como procalcitonina e 6xido nitrico, com a presséo arterial
em ratos Wistar (Rattus norvegicus). Esses marcadores foram escolhidos tentando
visar aos melhores marcadores que pudessem ser encontrados na corrente
sanguinea precocemente, além de provavelmente estarem relacionados com

possiveis alteragdes hemodinamicas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conceitos Gerais

z

A sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) é definida pela
presenca de pelo menos duas das seguintes evidéncias clinicas: temperatura acima
de 38°C ou abaixo de 36°C, taquicardia com frequéncia cardiaca acima de 90
batimentos por minuto, taquipneia com frequéncia respiratéria acima de 20
movimentos respiratérios por minuto, leucocitose acima de 12.000/mm?®, leucopenia
abaixo de 4.000/mm? ou mais de 10% de formas jovens de neutréfilos (Figura 1).

A sepse resulta de uma complexa interagdo entre fragmentos de micro-
organismo infectante e a resposta imune pro-inflamatéria e pro-coagulante do
hospedeiro (HENKIN et al., 2009).
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Figura 1. DefinicBes de SIRS, sepse, sepse grave e choque séptico. Fonte: Henkin et al., 2009.

E uma resposta sistémica a infeccdo que pode desencadear uma cascata de
eventos com a liberacdo de toxinas, leucdcitos, citocinas, mediadores inflamatorios,
disfuncédo endotelial, ativacdo da coagulacdo sanguinea, deposicao intravascular de
fibrina, alteragdo da microcirculacdo, resultando o dano de érgdos (KNOBL, 2002).

As caracteristicas do organismo infectante e a resposta do hospedeiro sao as
principais variaveis fisiopatoldgicas da sepse. Dessa maneira, ocorre progressao da
sepse quando o hospedeiro ndao consegue conter a infeccdo primaria por resisténcia
a opsonizagdo, a fagocitose, a antibidticos e a presenca de superantigenos
(HENKIN et al., 2009).

A resposta inicial do hospedeiro a infeccdo € um processo complexo que
serve para localizar e controlar a invasdo bacteriana e iniciar o processo de
reparacdo do dano tecidual. Esse processo inflamatério é acompanhado pela
ativacdo da circulagdo e fixacdo de fagdcitos, além da geracdo de mediadores pro-

inflamatérios e anti-inflamatérios (WATTEL et al., 2000).
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Normalmente, o organismo reconhece a invasdo de um micro-organismo
estranho e comeg¢a uma resposta imune para isolar e remover a infecgdo. Células
brancas liberam endotoxinas para iniciar as respostas pro-inflamatérias e anti-
inflamatorias.

As atividades pro-inflamatérias incluem vasodilatagdo local e aumento da
permeabilidade capilar que permitem a distribuicdo dos agentes responséveis por
conter a acdo dos invasores ao local da infeccdo e os agentes anti-inflamatorios
regulam os mediadores pré-inflamatérios, evitando que se tornem incontrolaveis.

Quando esses dois elementos estdo balanceados, a inflamacéo € localizada,
a infeccdo € contida e removida no local do insulto e a integridade do tecido é
restaurada (VANZANT et al., 2011).

A sepse acontece quando a resposta inflamatoria torna-se sistémica, passa a
envolver tecidos normais distantes do sitio inicial de infeccdo ou dano. Ela esta
associada as alteracdes vasculares caracterizadas pelo aumento da demanda de
oxigénio para os tecidos.

Paradoxalmente, a sindrome da resposta inflamatéria sistémica do
hospedeiro pode simultaneamente alterar a capacidade de adequar a oferta a
necessidade de oxigénio do tecido e disponibilizar em tempo quando sua
necessidade esta aumentada.

A diminuigdo do oxigénio tecidual, relativa ao aumento do seu requerimento,
pode resultar em disfuncdo nos niveis de circulagdo central, regional e
microrregional, reatividade vascular e endotelial, e ativacdo de leucdcitos. Desta
forma, a sepse parece estar associada a disfuncdo microvascular e endotelial
precoce, que relacionada a ativagdo leucocitéria, pode promover a faléncia de
orgaos (WATTEL et al., 2000).

2.2 Fisiopatologia

A resposta inflamatéria localizada ocorre sempre que um agente agressor, na
maioria dos casos um micro-organismo, vence a barreira tecidual. Segue-se uma
série de eventos que inclui coagulagdo, ativacdo de mastécitos e plaquetas,
vasodilatagcdo, edema, migracdo de neutrofilos e mondcitos, responséveis por
producdo de citocinas pro-inflamatoérias, estimulo da fagocitose e bloqueio do

processo por coagulagéo da circulagéo circunjacente, resultando na impossibilidade



21

de acesso a area de novos agentes agressores e fagocitose daqueles presentes no
local.

A sindrome da resposta inflamatoria sistémica € a ampliagdo dessa sequéncia
de eventos para a circulagdo sistémica, o que pode ocorrer por deficiéncia nas
defesas do hospedeiro, pela magnitude do insulto ou, o que é mais frequente, pela
combinagéo desses e outros fatores.

Em nivel sistémico, as altera¢fes vistas na inflamagé&o localizada resultam em
vasodilatagdo sistémica, aumento da permeabilidade vascular, coagulagdo
intravascular disseminada e danos em varios 6rgaos-alvo, resultando na sindrome
de disfuncéo mdltipla de 6rgéos (AZEVEDO et al, 2012).

A sepse grave consiste na associagcdo de sepse com disfungdo organica
(HENKIN et al., 2009). Agentes inflamat6rios, como o O6xido nitrico, produzem
vasodilatagdo dos grandes vasos e as arteriolas perdem a capacidade de promover
vasoconstriccdo em resposta aos hormoénios vasorreguladores. Ao mesmo tempo, 0s
neutréfilos aderem as células endotélio capilar e liberam agentes de oxidacéo,
fosfolipases e proteases que danificam a parede capilar. A vasodilatagéo e perda de
fluido capilar produzem uma profunda hipovolemia que compromete a perfuséo
tecidual (VANZANT et al., 2011).

A oxigenacdo inadequada leva a um metabolismo anaerébico que produz
acido latico, causando um aumento dos niveis de lactato sérico. Essa elevacao
produz acidose metabdlica, a qual € compensada pelo aumento da respiragdo para
eliminar o diéxido de carbono. A taquipneia também aumenta em resposta a hipoxia
tecidual. A perfusdo inadequada leva a disfungdo de 6rgdos como cérebro, pulmdes,
rins, figado e intestino (VANZANT et al., 2011).

A presenga de hipotenséo, induzida pela sepse ou persisténcia de alteragdes
da perfusdo tecidual apds a ressuscitacdo hemodindmica adequada, é tipica de
choque séptico (HENKIN et al., 2009).

2.3 Epidemiologia

A sepse severa e 0 choque séptico sdo as maiores causas de admisséo e
morte nos centros de terapia intensiva, possuindo taxa de mortalidade variando de
30 a 50% em humanos (SHIRAMIZO et al., 2011).
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Em todo o mundo, a incidéncia e a mortalidade da sepse grave e choque
séptico continuam altas apesar dos esforcos para uniformizar o diagnéstico e
tratamento, como as Campanhas de Sobrevivéncia da Sepse e as recomendacdes
de tratamento imediato e dirigido por metas (ARAUJO, 2011).

Shiramizo e colaboradores (2011) citam que, nos Estados Unidos, séo
estimados 751.000 casos e cerca de 215.000 mortes anualmente. J& na Europa,
Alberti e colaboradores (2002) estudaram 28 UTIs e encontraram uma incidéncia de
18,9% de sepse, com uma mortalidade de 44,8% para a sepse grave e 67,9% para
choque séptico.

A incidéncia e mortalidade em pacientes com sepse na América Latina é
pouco estudada. No Brasil, a incidéncia € de 57 a cada 1000 pacientes atendidos
por dia e a mortalidade dos portadores de sepse grave e choque séptico é de 47,3 %
e 52,2 %, respectivamente (SHIRAMIZO et al., 2011).

2.4 Modelo experimental da sepse

Os roedores sdo os animais mais utilizados em pesquisa cientifica por terem
caracteristicas fisioldgicas e genéticas semelhantes a dos humanos. Apesar de cada
espécie animal possuir mecanismos proprios de controle de parametros fisiolégicos,
ainda é possivel que haja variacfes relacionadas ao sexo, linhagem, genotipo,
idade, dieta, manuseio e ambiente (CARVALHO et al., 2009).

Alguns trabalhos visam a estabelecer os parédmetros biologicos e fisiologicos
dos ratos a fim de se determinar valores confiaveis para auxilio no controle dos
experimentos realizados.

Castello Branco e colaboradores determinaram, dentre outros valores
hematoldgicos, que os valores normais de leucdcitos de ratos Wistar variam entre
5000 e 13000 mm?. Carvalho e colaboradores (2009) citam que a frequéncia
respiratoria de ratos varia de 70 a 115 movimentos respiratdrios por minuto e a
frequéncia cardiaca de 250 a 450 batimentos por minuto. Estes mesmos autores
observaram que a presséo arterial média, sistolica e diastdlica desses animais é de
100 mmHg, 119,5 mmHg e 81,5 mmHg, em média, respectivamente.

O modelo experimental de sepse € um meétodo de estudo, utilizado para
avaliar e controlar o fenbmeno séptico desde a sua instalagdo até o desenvolvimento

da faléncia terminal dos 6rgéos e sistemas. A morte ocorre em virtude da disfuncao
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de multiplos érgéos e sistemas secundaria & manutengcdo da sepse intraperitoneal
com focos residuais de infecgdo ou em decorréncia da translocagdo bacteriana e da
liberag@o de mediadores inflamatérios (TRAMONTE et al., 2004).

Os modelos animais devem mimetizar o passo a passo e severidade da
sepse humana, reproduzir os estagios hemodinamicos e imunolégicos, mimetizar os
achados histolégicos nos orgaos frequentemente afetados e minimizar variabilidade
entre os animais (DOI et al., 2009).

Sao conhecidos trés modelos experimentais para inducdo da sepse: a
administragdo endovenosa da bactéria viva ou componentes microbianos;
administracdo intraperitoneal da bactéria viva ou de componentes microbianos e
modelos de injuria do intestino com consecutiva liberacéo de flora bacteriana. Este
ultimo ainda pode ser realizado de duas formas distintas: ligacdo e perfuracdo do
ceco ou introdugéo de cateter no cdlon ascendente.

O modelo de injaria com liberag&o da flora bacteriana foi descrito inicialmente por
Wichtermann e colaboradores em 1980 e Baker e colaboradores, em 1983 e € o0 que
mais se assemelha ao quadro de sepse em humanos. Nesse modelo, realiza-se a
perfuracdo da parede intestinal e o contetudo célico é liberado gradativamente para a
cavidade peritoneal, induzindo peritonite, a qual pode evoluir para um quadro de
sepse e choque séptico (BENJAMIN, 2001).

Na presenca do patdégeno, dois componentes da resposta imune sao
ativados: o inato e o adquirido. A resposta imune inata constitui a primeira linha de
defesa contra a infecg@o. Nela, uma grande variedade de patégenos € reconhecida
(de maneira inespecifica) e a resposta, desencadeada pelo reconhecimento, é
imediatamente realizada por substancias soluveis humorais celulares (incluindo
mondcitos, macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas e células natural “killer”).
Estas deflagram a resposta imune adquirida. Em contraste a resposta inata, a
resposta imune adquirida é caracterizada pelo reconhecimento altamente especifico
de antigenos e pela capacidade do sistema de armazenar “memdria imunoldgica”. A
imunidade adquirida, mediada por linfocitos T e B, reconhece com alta afinidade
micro-organismos através da combinacdo de receptores com estruturas da parede
microbiana (PORTELLA, 2010).
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2.5 Diagndéstico

Infecgcéo e sepse sdo acompanhadas por sinais clinicos e laboratoriais, como
mudancas na temperatura corporal, leucocitose e taquicardia. Porém, esses sinais e
sintomas de inflamacdo sistémica, além de ndo serem especificos ou sensiveis,
ainda podem resultar de causas néo infecciosas. Sendo assim, o intensivista deve
estar atento aos indicadores clinicos e laboratoriais da inflamagéo (BARBOSA et al.,
2004).

Estudos tém demonstrado que o diagndstico e tratamento precoces da sepse
grave diminuem a mortalidade e morbidade (KENT et al., 2012).

Na Ultima década, inidmeros marcadores tém sido sugeridos para o
diagnéstico precoce da sepse, dentre eles esta a dosagem sérica de algumas
citocinas - interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e
interleucina-10 (IL-10), fator de necrose tumoral (TNF), de seus respectivos
receptores sollveis (receptor do TNF), proteinas de fase aguda (proteina C reativa)
e procalcitonina (MOSCOVITZ et al., 1994).

A observacéo e o cuidado de pacientes nas UTIs pediatricas e neonatais tém
mostrado que os sinais e sintomas da sepse sdo muito variaveis, de acordo com as
diferentes faixas etarias do paciente, ndo podendo se restringir a desvios de apenas
algumas varidveis fisiologicas. Assim, quanto mais jovem a crianga, mais
inespecificos sdo os sintomas da sepse. Nenhum sinal clinico & sensivel ou
especifico o suficiente para indicar infeccdo grave, especialmente em pacientes
muito doentes (CARVALHO et al., 2003).

A recente Conferéncia Internacional sobre Definicdo de Sepse ampliou a lista
de possiveis sinais clinicos e laboratoriais da sepse, contemplando inumeros
indicadores de infecgdo grave na crianca. Assim, para o clinico ou intensivista, o
diagnédstico de sepse esta baseado em um alto indice de suspeita, exigindo uma
minuciosa coleta de informacdes sobre o estado atual e os antecedentes médicos do
paciente, uma boa avaliacdo clinica, alguns exames laboratoriais, além de um
rigoroso acompanhamento clinico do paciente. Frente a uma suspeita de infeccao
grave, deve ser excluida a possibilidade de se tratar de alguma outra condic&o

inflamatoria sistémica néo infecciosa (CARVALHO et al., 2003).
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Os principais parametros clinicos e laboratoriais, utilizados para monitorizagédo
da resposta inflamatéria, sédo temperatura corporal, leucograma e coagulacéo;
porém sdo pouco especificos quanto a evolugcdo para sepse e progndstico do
paciente. O aumento da temperatura corporal €, geralmente, o primeiro sinal de
inflamacé&o sistémica. Durante a evolugdo para sepse, 0 paciente pode apresentar
hipotermia, a qual € um sinal prognostico ruim.

A contagem de leucdcitos pode estar aumentada, podendo indicar infeccao;
no entanto se sabe que a leucocitose pode estar presente em outras situacdes,
como hemorragias gastrointestinais, transfusdo sanguinea e uso de corticosteroides.

O disturbio de coagulacdo é observado nos pacientes sépticos, com
diminuicdo dos niveis de antitrombina Il (AT 1ll) e D-dimeros, resultando em
hipercoagulabilidade. A diminuigdo precoce e rapida de AT Il indica um progndstico
desfavoravel. A trombocitopenia também pode ser observada em grande parte dos
pacientes sépticos (BARBOSA et al., 2004).

A avaliagéo laboratorial ou complementar é capaz de revelar dois aspectos
distintos da sepse. O primeiro € o que se refere a busca ou identificagdo do agente
agressor, através do rastreamento microbiolégico do paciente, e o segundo diz
respeito a identificac@o de alteragcdes metabdlicas ou da homeostasia, indicativas de
comprometimento sistémico e de 6rgéos especificos.

A avaliagdo microbioldgica inclui exames diretos e cultura de sangue (dois ou
mais), de urina, de liquor, de fezes, de secregdes, de aspirado de intestino delgado e
de exsudatos, preferencialmente antes da utilizagcdo de terapias antimicrobianas. O
liguor sempre deve ser obtido, especialmente no recém-nascido e nos lactentes
jovens, tendo o cuidado de obté-lo com seguranca, isto é, sem colocar em risco o
paciente. No caso de pacientes hospitalizados, a coleta de material para cultura
deve incluir também cateteres venosos ou arteriais (sangue de cateteres), sonda
vesical, tubo traqueal ou traqueostomia (aspirado traqueal) e suturas ou cicatrizes de
procedimento cirurgico recente (CARVALHO et al., 2003).

Apesar dos grandes esforcos no sentido de isolar os microrganismos, em
média, as culturas de sangue s&o positivas s6 em 34% dos pacientes “sépticos”,
variando entre 9 e 64%.

No trabalho citado, os autores afirmavam néo saber quantos desses episddios
eram de sepses ndo bacterémicas ou falhas nos métodos de cultivo e identificacdo
microbiolégica ou ainda SIRS néo infecciosas (CARVALHO et al., 2003).
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Na suspeita de sepse de paciente com longa permanéncia na UTI, torna-se
mandatoria a investigacdo para infeccdo sistémica causada por fungo. Atualmente,
os fungos e, especialmente, as espécies de Candida sdo responsaveis por cerca de
5% das sepses. A presencga de fatores de risco adicionais aumenta a chance de
infeccdo fungica, tais como utilizagcdo de mdltiplos esquemas de antibidticos,
antibioticos de largo espectro, de nutricAo parenteral, presenca prolongada de
cateter central e colonizagao de trato digestivo por Candida (BOCHUD et al., 2001).

A avaliagéo laboratorial, para identificacdo de comprometimento sistémico,
inclui desde a busca de indicadores de resposta inflamatéria no sangue periférico
(mediadores endogenos, indicadores de fase aguda) até a pesquisa de indicadores
de distarbios organicos e metabdlicos, visando as terapias de suporte.Os
indicadores da presengca da resposta inflamatoria sistémica, na sua maioria,
carecem de sensibilidade e especificidade para o diagnostico da sepse, mas podem
ter valor prognostico e de acompanhamento da resposta a terapéutica. Aumento de
lactato sérico, de citocinas séricas, de fator estimulante das colénias de granulécitos
e de oOxido nitrico plasmatico (através dos niveis plasmaticos de nitrato/nitrito) pode
ser indicador precoces de SIRS, ainda que a maioria deles nédo esteja disponivel de
forma rapida (BOCHUD et al., 2001).

2.5.1 Biomarcadores

Biomarcadores tém sido sugeridos para auxiliar um diagndéstico precoce e
para o inicio precoce de terapia adequada em pacientes com sepse em UTI. Um
biomarcador é um indicador de processos bioldégicos normais, processos
patogénicos ou respostas farmacoldgicas para uma intervencdo terapéutica
(SANKAR et al., 2012).

Um biomarcador ideal deve ser facil de medir, ser facilmente encontrado,
possuir preco acessivel e permitir um diagnéstico altamente especifico e sensivel de
sepse, além de quantificar a gravidade na auséncia de sinais clinicos e
monitorizacdo da evolugdo da doenca e da resposta a terapia (SANKAR et al.,
2012). Embora 178 biomarcadores estejam descritos na literatura, muitos ndo séo
utilizados na prética clinica pela falta de sensibilidade e especificidade (SANKAR et
al., 2012).
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2.5.1.1 Procalcitonina (PCT)

Produzido pelo gene CALC-1 e localizado no cromossomo 11, o RNAm é
traduzido em preprocalcitonina. O produto dessa tradugdo € modificado em
procalcitonina, um hormdnio de 116 amino&cidos que, posteriormente, é convertido
em um horménio ativo de 32 aminoacidos, a calcitonina, a qual esta envolvida na
regulacdo metabdlica de célcio e fosfato (SORENG et al.,, 2011). Os niveis de
procalcitonina (PCT) aumentam consideravelmente na sepse, principalmente em
infecgbes bacterianas causadas por agentes gram-negativos (PALMIERE et al.,
2013).

Jin et al. (2009) afirma que, em infec¢des virais, 0 aumento dos niveis de PCT
€ minimo, quando comparado a infec¢des bacterianas. J& Soreng et al. (2011) relata
estudos os quais demonstram que células infectadas por virus frequentemente
sintetizam IFN-y, que poderiam contribuir com a supressdo de inducdo da PCT.
Ambas as afirmacdes provam que a PCT é um biomarcador importante no
diagnéstico diferencial da etiologia da sepse.

Em pacientes saudaveis, a procalcitonina é secretada quase exclusivamente
pelas células C da tireoide (SORENG et al., 2011) e, nessas condi¢Bes, as
concentracdes séricas de PCT sdo muito baixas (0,05 ng/ml) (ARKADER, 2003; LIU
et al., 2013). J& na septicemia, particularmente aquela associada a bacteremia, pode
haver ativagcdo de uma via alternativa de producdo de procalcitonina, aumentando
seus niveis séricos. Alguns tecidos os quais podem produzir a PCT, nesses casos,
sdo o pulmao, colon, baco, dentre outros (SORENG et al., 2011). Niveis acima de 2
ng/ml mostram a susceptibilidade do paciente a desenvolver sepse grave ou choque
séptico (LIU et al., 2013).

A PCT é considerada um bom marcador clinico, pois apresenta alta
especificidade e sensibilidade (SENER et al., 2013) e seus niveis séricos aumentam
em 3 horas, tendo seu pico em torno de 6 a 12 horas, além de ser altamente estavel
no soro e no plasma (LIU et al., 2013). Possui uma meia-vida de 24 a 30 horas na
circulagdo, em contraste com outros marcadores da sepse, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) ou a interleucina 6 (IL-6), que retornam aos niveis basais dentro
de 6 a 8 horas (PATIL et al., 2012). Fioretto et al. (2007) observou que a PCT foi
capaz de determinar a gravidade dos pacientes no momento da admissao,

diferenciando criangas com sepse, daquelas j& em choque séptico. Estudos
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mostram que 0s niveis séricos de procalcitonina dentro das primeiras 48 horas,
principalmente nas 14 a 24 horas podem ser usados para predizer o prognéstico e a
mortalidade para pacientes com infegdo severa (LIU et al., 2013).

Estudos recentes demonstraram que a procalcitonina € o melhor parametro
para identificacdo de sepse, quando comparada a outras varidveis clinicas,
bioquimicas e bacterioldgicas testadas, inclusive a IL-6 e a proteina C reativa (LIU et
al., 2013).

2.5.1.2 Oxido nitrico (NO)

O oxido nitrico enddgeno se origina da L-arginina quando ocorre a liberagéo
da enzima oxido nitrico sintetase (NOS). A liberacéo e atuagdo da NOS sobre a L-
arginina acarreta a produgéo de NO (KNOBEL, 1996).

Muitas células sdo capazes de sintetizar o NO através de hemeproteinas da
familia citocromo P450-like, chamadas de NO sintases (NOS). A NOS é dependente
de O,, NADPH, flavinas e biopterinas para exercerem sua atividade (FILHO et al.,
2000).

A NOS é indispensavel para a producdo de NO e possuem trés isoformas
especificas, sendo uma NOS induzida (iINOS), calcio-independente, e duas NOS
constitutivas (cNOS), célcio-dependentes, sendo estas duas designadas NOS
neuronal (NNOS) e NOS endotelial (eNOS). A NOS difere quanto ao peso molecular,
a forma de ativacdo e a capacidade de sintese de NO (HAUSER et al., 2005).

As duas cNOS sao classificadas como calcio-dependentes, porque
necessitam de Ca*" para sua ativacdo, ou seja, é necessario determinada
concentracdo de Ca” intracelular para existir a atividade enzimatica, caso ocorra
reducdo nos niveis de Ca®" as enzimas tornam-se inativas. Ja a iNOS é classificada
como calcio-independente, pois sua ativacdo ndo é regulada pela presenca de Ca?*
(VIEIRA et al., 2007).

A nNOS ou Isoforma | é expressa no tecido nervoso, tanto em neurdnios
adultos como nos neurbnios em desenvolvimento e também nos astrécitos. Tem
uma importante participacao fisiol6gica como neurotransmissor, além de intermediar
0 acoplamento entre o metabolismo neural e o fluxo sanguineo cerebral (KNOBEL,
1996).

A eNOS ou Isoforma Il é principalmente expressa no endotélio, mas também

pode ser encontrada em neurbnios e midcitos cardiacos. O cddigo genético
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responsavel pela isoforma Il foi clonado a partir de células endoteliais de bovinos e
humanos, confirmando o local preferencial de producéo e agéo (VIEIRA et al., 2007).

A iNOS ou Isoforma Il ndo € expressa sob condi¢cdes normais; todavia é
induzida por citocinas e/ou endotoxinas em vérias células como macréfagos,
neutréfilos, células de Kupffer e hepatocitos (VIEIRA et al, 2007). Nestas
circunstancias, o NO é produzido a partir da L-arginina através da agdo da iNOS
que, por sua vez, € uma enzima produzida independentemente do calcio (KNOBEL,
1996). Esta isoforma requer algumas horas para ser expressa, mas, uma vez
sintetizada, libera quantidades maiores de NO que a cNOS e a nNOS e sua
producdo continua indefinidamente até que a L-arginina ou os co-fatores
necessarios para sua sintese sejam depletados ou ocorra morte celular (VIEIRA et
al., 2007).

A expressdo da iNOS é o resultado de uma resposta inflamatéria localizada
ou difusa resultante de uma infec¢cdo ou dano tecidual. As altas concentragdes de
NO, tbéxicas para microbios, parasitos e células tumorais, podem também lesar
células saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo responsével pela maioria dos
processos inflamatérios e autoimunes (VIEIRA et al., 2007).

A primeira fungdo atribuida ao NO, como mediador biologico, foi a sua
capacidade para produzir vasodilatacdo, mas hoje também se acredita na sua
funcdo na participagdo do controle da temperatura corporal durante condi¢cdes
fisioldgicas e patoldgicas (PEREIRA et al., 2014).

Segundo Ishikawa et al. (2012), na sepse, a superproducdo de NO também
implica a vasodilatacdo e hipotensdo profunda, as quais levam a uma redugédo da
pressdo de perfusdo dos Orgdos, depressdo miocardica e aumento da
permeabilidade vascular.

O aumento de NO pode exercer um papel de protecdo na sepse pela sua
acdo antimicrobiana e citotoxica, porém altos niveis também induzem a disfuncéo

organica e a morte celular (ISHIKAWA et al., 2012).

3. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho justifica-se pela escassez de informagbes no que se
refere a métodos alternativos no diagnostico clinico da sepse. O delineamento

experimental de inducdo de sepse por ligadura e pungdo do ceco pretende
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estabelecer a mensuracdo da pressdo arterial como método diagnéstico pela
facilidade, rapidez e preco acessivel como alternativa na emergéncia e terapia
intensiva. Além disso, a correlacdo das possiveis alteragdes hemodindmicas com o
aumento nos niveis de procalcitonina e 6xido nitrico ajuda a auxiliar na deteccdo das

fases da sepse.

4. HIPOTESES

Diante de alguns trabalhos, fica provado que ratos sé&o considerados modelos
experimentais confidveis, capazes de induzir a sepse. Dentro dessa mesma linha, a
pressdo arterial pode ser um método simples e confidvel de se identificar
precocemente o processo da sepse, sendo a procalcitonina e o Oxido nitrico uma
ferramenta analitica viavel para a confirmacéo da correlacédo entre sepse e pressao

arterial.

5. OBJETIVOS

a) Reproduzir o modelo experimental de sepse no rato.

b) Verificar o comportamento dos niveis procalcitonina e éxido nitrico durante o
periodo experimental.

c) Verificar se a pressao arterial pode ser um indicador confiavel do inicio do
processo da sepse, comparando este dado com a quantificagdo dos

marcadores da sepse.

6. MATERIAL E METODO

O presente trabalho foi submetido & analise pela Comiss&o de Etica de Uso
Animal da instituicdo e aprovado sob nimero de protocolo 161.

Foram realizados testes em 20 ratos (Rattus norvegicus wistar) machos,
pesando entre 250 e 300g, mantidos num ambiente com temperatura controlada a
19 °C e umidade de 50 a 60%, ficando em um ciclo claro/escuro de 12 horas. Agua e

comida foram oferecidas ad libitum.
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6.1 Canulacédo da artéria carétida comum para mensuracéo da pressao arterial

Todos os animais foram posicionados em decubito dorsal e contidos para
canulacdo da artéria caroétida e realizacao do procedimento cirirgico de inducdo da
sepse. A canula utilizada foi preparada a partir de uma sonda uretral n°4, acoplada a
um cateter intravenoso PE30 da Cole-Parmer do Brasil® (Figura 2).

Figura 2. Canula adaptada para inser¢@o na artéria carétida. A seringa continha solugéo heparinizada
para lavar a canula a fim de evitar a coagulagéo do sangue dentro da canula (Arquivo pessoal).

Para manutencdo da canula, foi realizada uma incisdo na regiao cervical
ventral do pescogo e, com o auxilio de uma pinga hemostatica, a musculatura foi
dissecada, em direcdo a orelha do animal, onde foi feita uma incisdo para passagem
e fixacdo da canula na regido cervical dorsal do pescoco (Figura 3a). O
posicionamento da cénula neste local € importante para manutencdo da mesma
apos o retorno da anestesia, permitindo posteriores avaliagdes da presséo arterial
(Figura 3d).Continuou-se a disseccdo dos musculos esterno hioideo e
esternocleidomastéideo para exposicdo da artéria carGtida comum esquerda,
localizada paralelamente a traqueia (Figura 3b). A artéria foi dissecada para
separacdo do nervo vago (Figura 4) e iniciou-se a implantagcdo da céanula
heparinizada com uma solucdo de heparina sédica e cloreto de sédio 0,9% para
mensuracao da pressao arterial invasiva (Figura 3c). A heparinizacdo da canula é de

suma importancia, uma vez que evita a coagulacdo do sangue dentro da canula,
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impedindo ou dificultando a avaliagdo da pressédo arterial e a coleta de sangue

arterial nos momentos estipulados.

Figura 3. a. Passagem da canula arterial na regiéo dorsal do pescogo; b. Dissecagéo e éxposigéo da
artéria car6tida; c. Aparéncia apés a sutura da regido ventral do pescogo; d. Canula arterial fixada
para a mensuragdo da presséo arterial invasiva nos momentos pré-estabelecidos (Arquivo pessoal).
HV — UENF, 2013

nervo
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Figura 4. llustracdo da localizacéo da artéria carétida. Fonte: Pureza, 2006.
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A cénula inserida foi conectada ao sensor do equipamento BioAmp (Figura 5),

gue codifica as informacfes de pressao arterial e amplifica o sinal na forma de

graficos para o computador, permitindo a analise destes dados pelo programa

LabChart 7 (Figura 6).

Figura 5. Equipamento Animal BioAmp da AdInstruments
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Figura 6. Gréfico extraido do programa LabChart 7 demonstrando a pressdo arterial do rato
induzido 1, nos trés momentos avaliados (M1=0h, M2=2h, M3=4h). O pico superior corresponde a
presséo arterial sistélica e o pico inferior a presséo arterial diastolica.
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6.2 Modelo experimental proposto

Todos os procedimentos realizados, para indugdo da sepse, foram realizados
pela mesma pessoa a fim de minimizar possiveis divergéncias na metodologia
empregada.

O modelo de ligadura e puncédo do ceco consistiu em epilacdo e antissepsia
da regiao abdominal para a realizacdo da laparotomia e exposi¢cao do ceco. O apice
do ceco é encontrado, onde uma ligadura "frouxa" com fio nylon 0 é realizada,
simulando uma bolsa de tabaco, a fim de manter tal porcao repleta de contetddo
fecal. Foram feitos trés “furos” com auxilio de agulha hipodérmica 40x16 (Figura 7).
A ligadura estimula o peristaltismo, facilitando o extravasamento fecal na cavidade
abdominal através dos furos realizados. O ceco foi devolvido & cavidade, e
procedeu-se a sutura dos planos anatdmicos com fio inabsorvivel (nylon) 3-0 em

pontos simples separados.

Figura 7. a) ApOs incisao mediana, localizagcao do ceco para a realizacao da técnica para indugdo da
sepse; b) Apos ligadura do ceco com fio nylon 0, realizacdo dos “furos” para a realizagcdo da técnica
para inducéo da sepse (Arquivo pessoal). HV — UENF, 2013.

6.3 Anestesia geral inalatoria

A inducdo anestésica foi realizada com o auxilio de mascara inalatéria,
elaborada a partir de uma garrafa “pet” e manutencdo anestésica contou com o
auxilio de uma mascara menor, produzida a partir de uma seringa de 20 ml e
preenchida com cal soldada a fim de minimizar a reinalacdo de CO,. Durante todo o

procedimento a anestesia foi mantida com halotano (Figura 8).
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Figura 8: Inducdo anestésica com halotano em mascara acoplada ao aparelho de anestesia

inalatoria. a - Inducéo; b — Manutengéo (Arquivo pessoal).

6.4 Delineamento experimental

O presente trabalho foi dividido em duas etapas: A primeira tinha por
finalidade determinar o ponto de partida para avaliacdo da procalcitonina e 6xido
nitrico a partir do inicio dos indicios da sepse e a segunda consistia na avaliacao dos

biomarcadores estudados nos animais operados e SHAM.

6.4.1 Etapa 1

Todos os ratos foram anestesiados, canulados e submetidos ao modelo de
ligadura e exposicdo do ceco conforme descrito anteriormente. Nesta etapa, nove
ratos foram utilizados, avaliados quanto a frequéncia cardiaca e respiratéria, pressao
arterial e leucometria. As avaliacdes ocorreram em trés momentos: logo apés o
término do procedimento de implantacdo da canula e inducdo experimental da
sepse, duas horas ap0s e quatro horas apos o primeiro momento (Tabela 1).
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Tabela 1. Demonstragdo dos momentos de avaliacdo dos animais, a cada duas

horas, a partir da instalagdo do modelo experimental de sepse

Momentos Tempo Procedimento
Imediatamente apds o procedimento de canulacdo e
! on inducéo de sepse
5 - Duas horas apO6s o procedimento de canulacdo e
inducao de sepse
3 ah Quatro horas apdés o procedimento de canulagédo e

inducéo de sepse

A frequéncia respiratdria foi avaliada por observagdo e contagem visual dos
movimentos respiratérios por minuto. A frequéncia cardiaca foi estipulada a partir da
derivada da presséo arterial, ambas obtidas pelo programa LabChart 7 a partir do
sensor acoplado a canula presente na artéria carétida. J4 a leucometria foi avaliada
a partir da coleta de 1mL de sangue arterial pela céanula inserida. O sangue foi
centrifugado para obtengéo do plasma e contagem dos leucécitos.

Ao final das 4 horas de avaliagcdo, os animais foram submetidos a eutanasia

por sobredose anestésica de cetamina e diazepam.

6.4.2 Etapa 2

Nesta etapa foram utilizados onze ratos distribuidos em blocos casualizados.
Todos foram submetidos & canulacdo da artéria carotida e laparotomia descritos
acima.

As avaliagdes foram realizadas nos mesmos momentos demonstrados na
primeira etapa, porém, nesta etapa, as avaliagdes consistiam em mensuracdo da
pressdo arterial, leucometria e mensuragcdo dos niveis de procalcitonina (Rat
Procalcitonin (PCT) ELISA Kit) e 6xido nitrico (Nitric oxide (NO2/NO3) detection kit)
plasmaticos.

Os ratos foram divididos em dois grupos, sendo um grupo controle (falso

operado ou SHAM) e outro experimental (Tabela 2).
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Tabela 2. Distribuicdo dos grupos experimentais e metodologia utilizada em cada

grupo

Grupo 1: SHAM (n=5) Grupo 2: INDUZIDOS (n=6)

- Laparotomia e exposigéao do ceco - Laparotomia e exposi¢ao do ceco
- Manipulacéo
- Devolucéo a cavidade, semrealizagdo -Realizacdo do modelo de ligadura e

da ligadura e pungéo cecal puncéo cecal

Foi coletado 1 mL de sangue a cada momento para realizar centrifugagao
para a obtencdo do plasma para a leucometria, andlise de procalcitonina e éxido
nitrico. Apds cada coleta de sangue, foi realizada reposi¢éo do volume com solucéo
salina a 0,9% para minimizar possiveis efeitos hipotensores decorrentes da
hipovolemia.

Ao final das 4 horas de avaliagcdo, os animais foram submetidos a eutanasia

por sobredose anestésica de cetamina e diazepam.

6.5 Quantificacdo da Procalcitonina plasmética

Para quantificacdo da procalcitonina nas amostras, foi utlizado o Rat
Procalcitonin (PCT) ELISA Kit, o qual utiliza a tecnologia de sanduiche duplo de
anticorpo com Biotina.

O procedimento de obtencdo dos valores de procalcitonina foi realizado de
acordo com o protocolo estipulado pelo fabricante, que consistia nas etapas que se
seguem.

A diluicdo das solugbes padrdo seguiu conforme demonstrado a seguir
(Figura 9).
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Figura 9. Diluicao das solugcBes padrédo a partir da solucéo padréo concentrada e da solugéo padrao
de diluicdo. C1 = 4000 ng/L; C2 = 2000 ng/L (120 pL padrdo + 120 uL C1); C3 = 1000 ng/L (120 pL
padrdo + 120 pL C2); C4 = 500ng/L (120 uL padrédo + 120 yL C3); C5 = 250 ng/L (120 pL padrao +
120 pL C4).

ApoOs as diluigbes, foi estipulado o nuimero de pocos necesséarios e foi
realizada a distribuicdo das solugbes padréo do branco e das amostras na placa.
Todas as amostras e solugdes padrao foram realizadas em duplicata.

Nos pogos do branco, foi adicionado o anticorpo anti PCT e a estreptavidina.
Nesses pogos nao se adicionou nenhuma amostra. Nos pogos das solu¢des padréo,
foram adicionados 50 pl das solugBes previamente diluidas e 50 pl de estreptavidina.
Nos pogos das amostras, foram adicionados 40 pl da amostra, 10 pl de anti PCT e
50pl de estreptavidina.

Ap6s a distribuicdo de todas as solugbes, realizou-se a mistura com
movimentos suaves na placa para homogeneizagéo. A placa foi incubada a 37°C por
60 minutos. Em seguida foi realizada a preparagéo da solu¢do de lavagem contida
no kit, diluindo-a na propor¢éo 1:30 com agua destilada.

Passados os 60 minutos de incubacdo, o liquido contido na placa foi
descartado e cada poco foi preenchido com a solugcdo de lavagem previamente
preparada e apos 30 segundos, o liquido dos pocos foi descartado. Este
procedimento foi repetido 5 vezes e a placa foi seca.

Para promover a coloracdo, foram adicionados 50pul da solugdo cromatégena
A em cada pogo e, posteriormente, a solucdo cromatdégena B. Apols
homogeneizacao, a placa foi incubada por mais 10 minutos a 37°C, protegida da luz.
Foram adicionados 50ul da solucdo de parada em cada pogo da placa para

interromper a reacao.
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O célculo do zero e média da absorbancia de cada pogo foi realizado pela
leitura da placa e pelo leitor de placa a 450 nm em um periodo méximo de 10
minutos.

De acordo com as concentracdes padrdes e dos valores de absorbéncia, a
curva padréo é desenhada e sua equacéo de regresséo linear descoberta.

As médias dos pocos em duplicata foram calculadas e o valor do branco
subtraido destes valores, que entdo foram substituidos ao X’ da equacéo a fim de

mensurar a quantidade de procalcitonina em cada amostra.

6.6 Quantificacéo do Oxido Nitrico plasmatico

Para a quantificacdo de Oxido nitrico, foi utilizado o Nitric oxide (NO2/NO3)
detection kit que quantifica nitrito e nitrato de fluidos biol6gicos. O kit contém duas
placas para quantificacdo de nitrito e nitrato.

O primeiro passo foi diluir o plasma com a solugéo de reacéo da proporcéo de
1:10. Para encontrar a curva padrao de nitrito, foi realizada a diluicdo da solugéo
tamp&o com a solugdo padrdo de 2000 pmole/L em 7 tubos. A diluicdo da solugéo
para obtencgéo da curva padréo de nitrito foi realizada conforme demonstrada abaixo
(Figura 10).
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Figura 10. Diluicdo das solucdes padréo a partir da solugdo padrédo concentrada e da solugao padrao
de diluicdo. C1: 200 pmole/L; C2: 100 pmole/L (500 L padréo + 500 yL C1); C3: 50 pmole/L (500 uL
padrédo + 500 uL C2); C4: 25 umole/L (500 L padrédo + 500 yL C3); C5: 12,5 umole/L (500 uL padréo
+ 500 uL C4); C6: 6,25 umole/L (500 pL padréo + 500 uL C5); e C7: 3,125 umole/L (500 pL padréo +
500 pL C6).
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ApoOs as diluigbes, foi estipulado o numero de pocos necesséarios e foi
realizada a distribuicdo das solugcbes padrdes do branco e das amostras na placa.
Todas as amostras e solugdes padrdes foram realizadas em duplicata.

Nos pocos do branco, foram adicionados 200 pl de tampéao de reagéo. Nos
pocos da curva padréo, foram adicionados 50 pl do padréo de nitrito e 50 pl de
tampao de reagdo. Nos pocos destinados as amostras, foram adicionados 50 ul da
amostra e 50 pl da solugdo padrédo. Em todos os pogos, exceto no branco, foram
adicionados 50 pl do reagente Griess 1 e 50 pl do reagente Griess 2. Apos a
homogeneizacdo da placa e incubacdo a 10 minutos em temperatura ambiente, a
leitura a 540 nm foi realizada no leitor de placa.

Para encontrar a curva padréo de nitrato, foi realizada a diluicdo da solugéo
tamp&o com a solucéo padrao de 1000 pmole/L em 6 tubos. A diluigdo da solugéo,
para obtencdo da curva padrdo de nitrato, foi realizada conforme demonstrada

abaixo (Figura 11).
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Figura 11. Diluicdo das solucdes padréo a partir da solugdo padrédo concentrada e da solugao padrao
de diluicdo. C1: 100 pmole/L; C2: 50 pmole/L (500 yL padréo + 500 yL C1); C3: 25 umole/L (500 pL
padrdo + 500 pyL C2); C4: 12,5 pmole/L (500 pL padrdo + 500 pyL C3); C5: 6,25 pmole/L (500 pL
padréo + 500 uL C4); e C6: 3,125 pmole/L (500 yL padrédo + 500 pL C5)

Apo6s as diluigbes, foi estipulado o nimero de pocgos necessérios e foi
realizada a distribuicdo das solugcbes padrdes do branco e das amostras na placa.
Todas as amostras e solu¢cdes padrdes foram realizadas em duplicata.

Nos pocos do branco, foram adicionados 200 pl de tampéo de reagéo. Nos
pocos da curva padrdo, foram adicionados 50 pl do padréo de nitrato. Nos pogos

destinados as amostras, foram adicionados 50 pl da amostra. Em todos os poc¢os da
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placa, foram adicionados 25ul de NADH e 25 pl de nitrato redutase. Apds a
homogeneizacdo da placa, ela foi coberta e incubada a 37°C por 30 minutos. Em
seguida, foram adicionados, em todos 0s pogos, exceto no branco, 25 pl do reagente
Griess 1 e 25 pl do reagente Griess 2. A placa foi homogeneizada novamente e
incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e a leitura realizada a 540 nm pelo
leitor de placa.

De acordo com as concentragcdes padroes e dos valores de absorbancia, as
curvas padrdes de nitrito e nitrato foram desenhadas e suas respectivas equacdes
de regresséo linear descobertas.

As médias dos pogos em duplicata foram calculadas e o valor do branco
subtraido destes valores, que entdo foram substituidos ao ‘X’ da equacéo a fim de
mensurar a quantidade de nitrito e nitrato em cada amostra. Apos a descoberta dos
valores reais de nitrito e nitrato, estes foram somados para encontrar o valor de
oxido nitrico em cada amostra.

Os dados foram compilados e analisados estatisticamente através da andlise
de variancia (ANOVA) e as médias das variaveis foram avaliadas através do teste de

Newman-Keuls (p<0,05) pelo programa GraphPad Prisma 5.0.

7. RESULTADOS

Na primeira etapa, foi avaliada a frequéncia cardiaca e respiratoria, além da
leucometria. Observou-se diferencga estatistica na andlise da leucometria entre M1 e
M2 e entre M1 e M3, ndo havendo diferenca estatistica entre M2 e M3 (Figura 12).

No primeiro momento, todos os animais avaliados apresentavam a
leucometria dentro dos parametros esperados para a espécie [5000 a 13000 (x103)],
enquanto, no segundo momento, todos os animais apresentaram aumento dos
leucocitos, sendo que 5 dos 9 animais apresentavam leucometria superior ao valor
maximo de referéncia para a espécie, demonstrando a leucocitose. No terceiro

momento, 6 animais apresentaram redugao destes valores.
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Figura 12. Gréafico demonstrando a leucometria dos ratos induzidos ao modelo experimental de

sepse por ligadura e pungéo do ceco nos trés momentos avaliados (p<0,05).

Todos os animais estiveram dentro dos parametros esperados para a espécie
quanto a frequéncia respiratéria (70 a 115 movimentos respiratorios por minuto) e
frequéncia cardiaca (250 a 450 batimentos por minuto). Nao houve diferenca
estatistica entre valores encontrados destes parametros nos momentos avaliados
(Figura 13).
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Figura 13. Gréaficos demonstrando a frequéncia respiratdria e cardiaca dos ratos induzidos ao modelo

experimental de sepse por ligadura e pun¢do do ceco nos trés momentos avaliados (p<0,05)..

Na segunda etapa, o resultado da leucometria dos animais ndo apresentou
diferenca estatistica (Figura 14).
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Figura 14. Grafico demonstrando os valores da leucometria dos ratos induzidos ao modelo
experimental de sepse por ligadura e pungéo do ceco nos trés momentos avaliados e cada momento
avaliado comparado com o SHAM (p<0,05).

Ap6s o processo de quantificacdo do kit de procalcitonina, a equacédo de
regressao linear encontrada foi 'y = 0,4983x — 0,3674; r* = 0,8766 ' e os valores
encontrados nas amostras substituidos em ‘x’.

Nao houve diferenca estatistica dos valores de procalcitonina encontrados
entre os momentos avaliados (Figura 15). Também n&o houve diferenca estatistica

quando se comparou cada momento com o seu respectivo SHAM.
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Figura 15. Gréfico demonstrando os valores da procalcitonina dos ratos induzidos ao modelo

experimental de sepse por ligadura e pungéo do ceco nos trés momentos avaliados e cada momento
avaliado comparado com o SHAM (p<0,05).

Ap6s o processo de quantificagcdo do kit de 6xido nitrico, a equacao de
regresséo linear de nitrito encontrada foi 'y = 0,4983x — 0,3674; r*= 0,9981’ e a de



44

nitrato foi ‘y = 0,0066x + 0,0964; r* = 0,9131". Os valores encontrados nas amostras
foram substituidos em X’ e estes foram somados a fim de estipular o valor final do
oxido nitrico.

N&o houve diferenca estatistica no valor de 6xido nitrico entre os momentos

avaliados e entre cada momento com seu respectivo SHAM (Figura 16).
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Figura 16. Gréfico demonstrando a evolucdo do 6xido nitrico do SHAM e dos ratos induzidos ao

modelo experimental de sepse por ligadura e pung¢édo do ceco nos trés momentos avaliados (p<0,05).

Quando se avaliou a pressdo arterial sistolica e média, todos 0s animais
obtiveram valores maiores que os citados na literatura por Carvalho e colaboradores
(2009), os quais citam a PAS de ratos de 119,5 mmHg e a PAM, 100 mmHg. N&o
houve diferenca estatistica entre o SHAM e os animais induzidos ao modelo

experimental de sepse (Figura 17, 18).
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Figura 17. Grafico demonstrando a evolucdo da pressao arterial sistolica do SHAM e dos ratos
induzidos ao modelo experimental por ligadura e puncdo do ceco de sepse nos trés momentos

avaliados.

PAM

Figura 18. Gréafico demonstrando a evolugcdo da pressao arterial média do SHAM e dos animais

induzidos ao modelo experimental de sepse nos trés momentos avaliados (p<0,05).

Porém, quando se comparou os animais induzidos & sepse experimental,
houve diferenca estatistica na pressao arterial diastdlica, observando um aumento
da PAD entre o SHAM 1 e SHAM 2, M1 e M2, e M1 e M3 (Figura 19). Além disso, 0s
valores de PAD também estiveram maiores que o citado pela literatura de 81,5
mmHg (Carvalho et al., 2009).
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Figura 19. Gréfico demonstrando a evolugao da pressédo arterial diastélica do SHAM e dos ratos
induzidos ao modelo experimental de sepse por ligadura e puncdo do ceco nos trés momentos

avaliados (p<0,05).

8. DISCUSSAO

Na primeira etapa do experimento, quando se avaliou a leucometria,
observou-se leucocitose, seguida de reducdo dos leucécitos, que € uma
caracteristica classica da sepse, observando-se uma leucocitose por aumento da
producdo de leucécitos a fim de combater a infeccdo, seguida de leucopenia pela
quimiotaxia destas células pelo foco infeccioso.

Quanto a frequéncia respiratéria e cardiaca, ndo houve diferenca entre os
momentos avaliados, porém, clinicamente, observou-se aumento da frequéncia
respiratéria no M2, com relagcdo ao M1 e aumento da frequéncia cardiaca no M3,
com relagdo ao M1, demonstrando, juntamente com os resultados da leucometria, a
evolugédo da sepse descrita por Henkin (2009) que descreve os sintomas da SIRS,
com a presenca de foco infeccioso como sepse.

Na segunda etapa, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, houve um
aumento na contagem leucocitaria em M2 e a diminuicdo desta em M3.

Quando se avaliou a procalcitonina, ndo observamos diferenca estatistica

guando se comparou 0s momentos; e os valores também nédo diferiram dos seus
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respectivos SHAM. Neste caso, os animais nao foram considerados em sepse, Visto
que os valores encontrados estdo abaixo ou muito préximos de 2ng/ml. No entanto,
em todos 0s momentos, 0os animais estdo em SIRS, segundo Arkader (2003) e Liu e
colaboradores (2013), que definem valores entre 0,05 e 2ng/ml de procalcitonina
como indicativos da mesma.

Os animais SHAM, que sofreram apenas manipula¢céo do ceco, sem ligadura
e perfuracdo do mesmo, também apresentavam valores correspondentes a SIRS.
Como estes animais também sofreram o procedimento, para implantagdo da canula
de presséo arterial, € possivel que esses valores aumentados sejam resultado da
manipulagdo cirargica, como descrito por Diaz (2008) e Soreng et al. (2011) que
afirmam que cirurgias, trauma severo e queimaduras também sdo capazes de
incrementar a PCT.

Como os animais foram avaliados apenas por 4 horas, é possivel que os
valores de procalcitonina ainda ndo estivessem no seu pico plasmatico, j& que,
segundo Liu et al. (2013), a PCT em humanos aumenta em 3 horas, tendo seu pico
em torno de 6 a 12 horas. O tempo estipulado para avaliagdo em ratos foi de 4
horas, uma vez que essa espécie tem uma taxa metabdlica superior a dos humanos,
acreditando-se que esse tempo seria suficiente para a determinagdo da sepse.

A avaliagdo do O6xido nitrico ndo demonstrou resultados estatisticamente
significativos, mas € possivel observar seu aumento tanto nos animais SHAM,
guanto nos induzidos, sendo os valores deste Ultimo ainda maiores. Isso demonstra
que talvez manipulacdo cirtrgica seja capaz de aumentar os niveis de Oxido nitrico
plasmético e que o modelo de inducdo de sepse foi capaz de elevar tais niveis,
quando comparado com o SHAM nos trés momentos avaliados. Ndo existem na
literatura valores de referéncia de 6xido nitrico plasmético, portanto a avaliagédo foi
feita comparando os valores entre os momentos estudados, sendo cada animal
controle dele mesmo. O aumento de Oxido nitrico comprova o que foi descrito por
Vieira (2007) que afirmou que os niveis de 6xido nitrico aumentam pela producgéo de
iINOS quando ha um envolvimento inflamatério resultante de uma infec¢@o ou dano
tecidual.

Quando a pressao arterial invasiva foi avaliada, era esperado observar
hipotenséo, visto que a literatura cita que o paciente em choque séptico apresenta

hipotensédo refrataria a reposicdo volémica. Além disso, autores também afirmam
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que o Oxido nitrico promove vasodilatacdo, o que deveria acarretar uma queda na
presséo arterial também. (PEREIRA et al., 2014).

Neste trabalho, ndo observamos diferenca estatistica entre as pressfes
sistdlica e média, porém foi observada uma tendéncia a hipertensdo no momento 2,
provavelmente devido a avaliacdo do momento 1 ter sido realizada logo ap6s o
procedimento cirirgico e os animais ainda estarem em retorno anestésico.

A manutencdo da pressao arterial média estavel, durante toda a avaliagao,
mostra que, apesar do Oxido nitrico estar relacionado com a vasodilatagdo nos
pacientes em choque séptico, seu aumento na circulagdo néo interferiu nos valores
da pressdo arterial média, podendo-se deduzir que seu aumento antecede a
hipotensdo clinica nos pacientes. Pereira e colaboradores (2014) acompanharam
pacientes diagnosticados com sepse, sepse grave e choque séptico e nao
observaram diferenca estatistica entre os valores de 6xido nitrico nas diferentes
fases da sepse. Porém, aqueles que estavam em choque séptico tiveram um
aumento significativo nos niveis de nitrato plasmatico. Esses mesmos autores
também ndo observaram relagéo entre a hipotenséo arterial média e o aumento do
oxido nitrico nos caes em sepse, sepse grave ou choque séptico.

A pressao arterial diastdlica sofreu um aumento entre SHAM 1 e SHAM 2, M1
e M2, e M1 e M3. Segundo Hajjar e colaboradores (2004), a disfuncdo diastdlica
induzida pela sepse ainda ndo esta bem estabelecida, mas pode ocorrer isolada ou
associada a disfuncéo sistdlica. O aumento da pressao diastolica, observado neste
trabalho, pode ter ocorrido devido a restricdo imposta pelo pericardio, que tende a
promover um rapido enchimento ventricular, como citado por Lavine et al. (1986).
Além disso, Bouhemad e colaboradores (2008) avaliaram o coracdo de pacientes
em choque séptico através de ecocardiografia com Doppler e observaram
relaxamento reduzido do ventriculo esquerdo como fator isolado em 20% dos 54
pacientes com choque séptico.

O enchimento ventricular mais acelerado e a redugdo do relaxamento
ventricular esquerdo podem ter sido fatores determinantes para o aumento da
pressdo arterial diastélica observada. Como néo foi realizada avaliacdo cardiaca
neste caso, como mensuracdo dos niveis de troponina e ecocardiografia, ndo é

possivel afirmar que este achado seja justificado pelas alteragfes supracitadas.
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Munt e colaboradores (1998) observaram ainda que as alteragdes diastolicas
mais acentuadas foram observadas no grupo de pacientes sépticos néo

sobreviventes.

9. CONCLUSAO

Apos o término do experimento e andlise dos resultados, podemos obter as

seguintes conclusoes:

* O modelo de ligadura e pung¢do do ceco foi eficaz para inducdo da sepse
aguda em ratos Wistar, porém os animais ndo evoluiram para sepse grave no tempo

estudado.

* Os niveis de procalcitonina estiveram altos desde o inicio da avaliagéo,
indicando que o processo cirtrgico de implantagdo da cénula e laparotomia

estiveram envolvidos.

* Os niveis de Oxido nitrico aumentaram, mesmo que nao significativo

estatisticamente, mas ndo foram capazes de causar hipotenséao.

* A pressao arterial como Unico método de avaliagdo ndo foi um bom preditor
do inicio da sepse durante as quatro horas estudadas, ja que n&o foi possivel

estabelecer correlagdo entre seus valores e os biomarcadores estudados.

10. CONSIDERAGCOES FINAIS

Algumas dificuldades encontradas, durante a realizagdo do experimento,
devem ser citadas a fim de permitir futuros estudos com relacdo a implantacéo da
canula e avaliagdo dos animais submetidos a sepse.

Apesar do cuidado em fixar a canula atrds do pescoco, alguns animais ainda
conseguiram mexer na mesma, algumas vezes retirando a canula da carétida,
levando-os & morte. Este ponto é importante para frisar a necessidade de uma boa
fixacdo tanto na regido que a canula é implantada quanto na pele.

Nos animais utilizados no piloto, foi possivel observar a quantidade de sangue
necessaria para extrair o plasma utilizado nas mensuracdes dos leucdcitos,

procalcitonina e 6xido nitrico. O volume minimo de sangue que supria a necessidade
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de plasma foi de 1 mL, o que é um volume alto para ratos de 300 gramas. Esse
ponto foi solucionado administrando, 0 mesmo volume de solugéo salina a 0,9%, o
que evitaria mascarar o0s resultados por causar hipotensdo secundaria a
hipovolemia. Contudo, ainda ndo se sabe se a administracdo deste volume de
solucéo fisiologica pode diluir os marcadores avaliados, mascarando também os
resultados finais.

Ao final do experimento, foi discutido se 0 omento poderia migrar para o local
de injaria provocado no ceco devido a tendéncia a migracdo descrita, por exemplo,
do omento em direcAo ao corpo do Utero de cadelas submetidas a
ovariosalpingohisterectomia. Se isso acontecer de fato, no ceco perfurado, é
possivel que o volume de fezes extravasado na cavidade abdominal possa ser
prejudicado, ja que o omento funcionaria como um tamp&o nesta regido.

A avaliacdo acabou restringida a quatro horas, pois, nesta ultima avaliacao,
0s animais ja se encontravam muito debilitados e, outros animais, descartados do
estudo, vieram a o6bito por volta desse tempo. Ainda ndo se sabe o que levou os
animais ao 6bito, mas especulamos que talvez, apesar de realizada a reposicao
volémica, os animais pudessem estar submetidos a anemia grave pelo volume final

de sangue retirado apo6s as avaliagdes.
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