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RESUMO

Sepse é uma condicdo clinica grave caracterizada por intensa resposta
inflamatoria sistémica causada pela interacdo entre antigenos microbianos e
componentes do sistema imune inato. A ativacdo de vias da inflamacéo e da
coagulacéo sdo os maiores determinantes da faléncia circulatéria e disfuncéo de
multiplos 6rgdos constatada na sepse. Diversos estudos tém demonstrado a
associacao entre a acidose metabdlica e a sepse. Apesar do grande numero de
publicacdes relacionadas a sepse, 0 conhecimento sobre os mecanismos
fisiopatologicos envolvidos e os principais mediadores sistémicos ativados ainda
nao estdo esclarecidos. Sabe-se que ocorrem oscilacées hemodinamicas, como
hipotensao e reducéo do fluxo sanguineo renal, que induzem a isquemia renal e
a hipoxia tecidual incorrendo em declinio da taxa de filtracdo glomerular. Este
trabalho objetivou induzir a sepse de maneira experimental em ratos Wistar
machos (Rattus novergicus), através do modelo de ligacdo e puncédo cecal.
Foram avaliados os aspectos hemodinamicos como pressdo arterial sistdlica,
diastélica e frequéncia cardiaca; os quais apresentaram quadro de hipotensao;
aspectos hematolégicos como contagem de leucdcitos e plaquetas, os quais
apresentaram leucocitose e plaquetopenia; analise de acédo do 6xido nitrico; e
analise de bioquimica sérica através da avaliacdo de uréia e creatinina séricas,
as quais apresentaram aumento consideravel e também analise
hemogasométrica. Os animais permaneceram em sepse por um periodo de 2
horas, depois, os rins foram enviados para avaliacdo histopatolégica em que se
evidenciou que um periodo de 2 horas ndo € tempo suficiente para uma leséo
grave no 0rgdo, sendo assim a sepse se apresentou como causadora de uma
disfuncéo renal e ndo de uma lesédo renal; as estruturas estavam normais
apresentando apenas degeneracdo hidropica, perda protéica e alguns
apresentaram necrose. Esse trabalho concluiu que o modelo experimental de
sepse de ligacdo e puncédo do ceco é eficiente e € o que melhor retrata as

caracteristicas clinicas mais comuns da sepse.

Palavras-chave: sepse, hemogasometria, ratos Wistar, CLP.



ABSTRACT

Sepsis is a serious clinical condition characterized by intense systemic
inflammatory response which is caused by the interaction between microbial
antigens and the components of the innate immune system. The activation of
inflammation and coagulation pathways are determinants for the circulatory
failure and multiple organ dysfunction observed in sepsis. Several studies have
demonstrated the association between acute metabolic acidosis and sepsis.
Despite the large number of publications related to sepsis, the knowledge about
the pathophysiological mechanisms involved and the main systemic mediators
activated are still unclear. Hemodynamic oscillations are known to occur, such as
hypotension and reduced renal blood flow, which induce renal ischemia and
tissue hypoxia resulting in a decline in the glomerular filtration rate. This work
aimed to induce sepsis in experimentally male Wistar rats (Rattus novergicus),
through the model of cecal ligation and puncture. Hemodynamic aspects such as
systolic and diastolic pressure and heart rate were evaluated; which presented
hypotension; hematological aspects such as leukocyte and platelet counts, which
presented leukocytosis and thrombocytopenia; nitric oxide action analysis; and
analysis of serum biochemistry through the evaluation of serum urea and
creatinine, which showed a considerable increase and also blood gas analysis.
The animals remained in sepsis for a period of 2 hours, after which the kidneys
were sent for histopathological evaluation in and it was evidenced that a period
of 2 hours is not enough time for a seriously lesion the organ, so sepsis presented
itself as causative of a renal dysfunction and not of a renal injury; the structures
were normal presenting only hydropic degeneration, protein loss and some
presented necrosis. This study concluded that the experimental model of cecum
ligation and puncture sepsis is efficient and is the one that most accurately

portrays the most common clinical features of sepsis.

Key words: sepsis, blood gas analysis, Wistar rats, cecum ligation puncture
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1. INTRODUCAO

O termo septicemia foi utilizado por muito tempo para definir a presenca
destas complicacdes, mas, desde o inicio da década de 1990, este termo foi
gradativamente abandonado pela comunidade médica, por se referir apenas a
proliferacdo do agente infeccioso na circulagdo sanguinea, o que ndo explicaria
as manifestacées sistémicas da sindrome (SALOMAO et al., 2019). Em 1991, a
comunidade médica, especialmente especialistas dos Estados Unidos e da
Europa, se reuniram para a criagéo do primeiro consenso de definicdo da sepse.
Segundo este consenso, a sepse seria uma sindrome da resposta inflamatéria
sistémica (SIRS) causada por um agente infeccioso de qualquer origem
(bactérias, fungos, virus, protozoarios etc.). Este conceito foi endossado durante
a elaboracédo do segundo consenso de definicdo da sepse, realizado pelo mesmo
grupo de pesquisadores em 2003 (RELLO et al., 2017).

A sindrome sepse representa a maior causa de mortalidade conhecida no
mundo, até os dias de hoje. Esta sindrome causa anormalidades fisiolégicas,
patoldgicas e bioguimicas, podendo ser causadas por uma infec¢céo ou outro tipo
de injuria severa, como o trauma, por exemplo. Somente no ano de 2011, a
sepse causou um prejuizo de mais de 20 bilhdes de dolares em custos
hospitalares. Atualmente, 8 em cada 10 pessoas desenvolvem sepse em
ambientes fora do ambiente hospitalar, onerando ainda mais o tratamento
(MACHADO et al., 2017). Além disso, dentre os sobreviventes da sepse, ainda
ha um numero consideravel de doentes que necessitam de acompanhamento
psicoldgico, fisico e cognitivo durante substancial periodo, ajudando a elevar os

custos consideravelmente (SINGER et al., 2016).

Ha mais de cem anos atras, um renomado médico e professor chamado
Willian Osler observou em seus artigos que “o paciente mais parece morrer da
resposta do corpo a infecgao do que da propria infecgao em si”. Com o0 avango

dos estudos na area imunocelular, houve o entendimento (ainda n&o totalmente



esclarecido) dos mecanismos que formam a patogénese da sepse. Estes
mecanismos sao complexos e envolvem varios aspectos da interacdo entre 0os
agentes infectantes e o0s hospedeiros. A ativacdo celular resultante do
reconhecimento dos patégenos € fundamental para o controle da infeccéo, mas,
paradoxalmente, a resposta inflamatoria do hospedeiro também é o substrato

para as mudancas fisiopatoldgicas na sepse (VAN der POLL et al., 2017).

Com os avangos nas pesquisas sobre o tema e, consequentemente, um
melhor entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos que envolvem a sepse,
percebeu-se a necessidade de um novo conceito sobre esta sindrome, uma vez
gue ficou mais evidente que as respostas inflamatérias sdo desencadeadas no
inicio do processo infeccioso e que estes mecanismos interferiam diretamente
nos processos de disfuncdo celular e organica e as estratégias de combate a
sepse eram focadas na terapia contra a resposta inflamatoéria, o que poderia se
traduzir em muito tempo gasto com pouca efetividade no tratamento (SALOMAO
et al., 2019).

Em 2014, a Sociedade Europeia de Medicina Intensiva e a Sociedade de
Medicina Intensiva e Cuidados Criticos reuniram uma forca-tarefa de 19
especialistas nas areas de terapia intensiva, doencas infecciosas, cirurgia e
pneumologia com objetivo de elaborar um novo consenso, com independéncia
financeira e, a partir destes, a avaliacdo dos estudos pertinentes em
epidemiologia da sepse, bem como 0s ensaios clinicos sobre o tema, pesquisa
basica ou translacional (SINGER et al., 2016)

Em 2016, foi entdo publicado o terceiro consenso de definicdo da sepse e,
desde entéo, esta sindrome é definida como a presenca de disfuncdo organica
ameacadora a vida, através de uma resposta inflamatéria desregulada do
organismo hospedeiro a uma infecgcdo ou mesmo ao trauma. Para uma melhor
definicdo da sindrome sepse, € importante a inclusdo correta e precoce dos
pacientes nos protocolos iniciais de tratamento, pois a evolucdo da sindrome

pode ser rapida e fatal para muitos acometidos por ela (RELLO et al., 2017).

Em 2017, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou um
documento onde chama a atencéo para a gravidade da sepse, que chega a

matar mais de 6 milhdes de pessoas por ano no mundo, e 0s altos custos
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hospitalares relacionados a ela. Desta forma, a entidade passou a considerar a
sepse como uma das prioridades da saude mundial e convocou os Estados
membros a desenvolverem politicas de saude publica voltadas a prevencao, ao
reconhecimento e ao tratamento da sepse (AZEVEDO et al., 2018)

O conhecimento, ainda que incompleto, do envolvimento dos mediadores
inflamatorios liberados na resposta do hospedeiro ao agente infeccioso, como
interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
alfa) causando ativagcdo da coagulacdo, vasodilatagdo, extravasamento
endotelial e mobilizacao de neutrofilos para o espaco extra vascular, faz com que
a cada dia aparecam novas linhas de pesquisa sobre o0 assunto, especialmente
envolvendo a relacdo entre estes mediadores inflamatérios e as disfungdes
organicas associadas a sepse (MARSHALL et al., 2003; ANGUS et al., 2013).

A gasometria é uma ferramenta de diagnostico comumente usada para avaliar
as pressfes parciais dos gases no sangue e o0 conteudo &cido-basico. A
compreensdo e 0 uso da analise de gases sanguineos permitem que 0S
provedores interpretem disturbios respiratorios, circulatérios e metabdlicos
(GATTIONI; PESENTI; MATTHAY, 2018).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

Tradicionalmente a sepse pode ser entendida como uma SIRS
desencadeada por uma infeccdo (BONE, 1997), um estado patolégico com
potencial letalidade decorrente da resposta sistémica do organismo associada a
disfuncao orgéanica (VINCENT, et al., 2013). Esta resposta recebe o nome de
SIRS (sindrome da resposta inflamatoria sistémica), que ocorre ndo apenas em
resposta a infeccbes, mas também a outros insultos como traumas e
gueimaduras. Recentemente uma nova definicdo de sepse foi proposta, e
consiste na presenca de disfungbes organicas resultantes de uma resposta
desregulada a infeccédo. O objetivo deste ajuste foi principalmente deixar claro
que a sepse esta presente apenas quando a resposta a infec¢do esta associada

a aumento do risco de morte (SINGER, et al., 2016). A sepse grave apresenta
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taxas de mortalidade de até 30% em paises desenvolvidos (GAIESKI, et al.,
2013), esse indice foi associado ao uso de agentes imunossupressores e
procedimentos invasivos, além do aumento da expectativa de vida da populacéo,
elevando a incidéncia a mais de 10% nos ultimos 10 anos (CONDE, et al., 2013).
No Brasil, essas taxas de, variam de 32,8% para pacientes com sepse até 72,7%
para pacientes com choque séptico (VAN DER POLL; HERWALD, 2014). Estudo
recente mostrou que no Brasil, pacientes tratados no servi¢o publico apresentam
taxas de mortalidade mais elevadas que pacientes tratados na rede privada
(CONDE, et al., 2013). Outro ponto importante é que a despeito dos grandes
avancos obtidos na compreensao da fisiopatologia, o tratamento segue baseado
no uso de antibibticos e na terapia de suporte. De fato, ndo ha até o momento,

terapia direcionada para pontos especificos da resposta inflamatéria da sepse.

O paradigma classico para entendimento da fisiopatologia da sepse esta
baseado no conceito que a sepse seria uma condicdo caracterizada pela
ativacdo exacerbada e desregulada destes mecanismos, que de benéficos,
passariam a deletérios (SEELEY, et al., 2012). A interacdo entre hospedeiro e
agente infeccioso, o reconhecimento de patdgenos e a consequente ativacao
celular sdo fundamentais para o controle da infeccdo, mas, de maneira
paradoxal, também contribuem para as mudancas fisiopatologicas (SALOMAO
et al., 2019). Buscando respostas sobre esta interacdo entre hospedeiros e
agentes infecciosos, Freudenberg e colaboradores realizaram experimentos com
transferéncia de macrofagos de camundongos sensiveis aos lipopolissacarideos
(LPS) (C3H/HeN) para camundongos resistentes aos LPS (C3H/HelJ) que
passaram ser suscetiveis a atividade letal do LPS (FREUDENBERG et al., 1986).
Os LPS e receptores “Toll like 4” (TLR4), mediados por receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) sdo capazes de identificar patdgenos e produtos
comuns das vias de biossintese dos microrganismos, conhecidos como padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) (JANEWAY et al., 1989).

A duracédo, extensdo e a direcdo dos eventos pré ou anti-inflamatorios
variam de acordo com a idade, medicamentos em uso, doengas concomitantes,
além da carga microbiana e sua viruléncia (MARSHALL et al., 2003). Dano
tecidual e necrose celular sdo consequéncias importantes da resposta organica

exacerbada, e como resultado ha liberacéo de padrbes moleculares associados
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a lesédo, moléculas de risco, que prolongam o tempo das lesdes, e agem sobre
0S mesmos receptores de reconhecimento padrao sensibilizados pelos agentes
infecciosos (ANGUS et al., 2012).

Além de PRRs e PAMPs, estdo relacionados a resposta imune inata o0s
TLRs de superficie celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6), responsaveis pelo
reconhecimento de lipoproteinas bacterianas como flagelina, acido lipoteicéico e
os TLRs intracelulares (TLR3, TLR7 e TLR9) que reconhecem material genético
viral e bacteriano. Moléculas como os NLRs, RLRs e CLRs participam do
reconhecimento de produtos microbianos, resultando em efeitos sinérgicos e
antagbnicos complementares, participando da modulagcédo da imunidade inata e
adaptativa do hospedeiro (BONE et al., 1997; VAN der POLL et al., 2008). Os
PRRs também sdo capazes de reconhecer substratos hospedeiros conhecidos
como “alarmins” ou “sinais de risco” tais como proteinas associadas ao choque
térmico e proteinas de alta mobilidade tipo “Box 1” (HMGB1), que possuem
relevante participacéo na regulacéo da resposta inflamatoria (HOTCHKISS et al.,
2013).

Em condicbes usuais, o processo inflamatério desencadeado pela
infeccéo deve ser regulado suavemente e se reconhece que estes mecanismos
de controle sdo afetados no paciente séptico (ANGUS et al., 2013). O termo
“sindrome de resposta anti-inflamatéria compensatéria” (CARS) foi proposto
para identificar estes mecanismos de controle: um deles seria uma resposta
inflamatéria equilibrada, que resultaria no controle da infec¢é@o e na recuperacéo
das disfuncdes organicas, enquanto o outro mecanismo seria da predominancia
da resposta inflamatéria, chamada de imunossupressao da sepse, que seria
responsavel pela manutencédo dos focos infecciosos (ou desenvolvimento de
novas infecgdes, oportunistas ou sequenciais), com agravamento das disfungcdes
organicas e podendo levar o doente a morte (FIGURA 1)(MARSHALL et al.,
2003; BONE et al., 1996; HOTCHKISS et al., 2013).

Desta forma, a sepse ganhou evidéncia como uma condi¢do
imunossupressora, que predispde os individuos afetados a infec¢des
secundarias, normalmente com agentes de baixa patogenicidade (HOTCHKISS
et al., 2003).
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FIGURA 1: Etapas sequenciais da patogénese da sepse e disfunc¢éo organica. Em I: infeccao:
pielonefrite em um paciente com choque séptico. Em II: alteracdes endoteliais induzidas pela
sepse, levando a disfuncao organica; Em Il a: alteracdes endoteliais esquematicas; Em |l b:
microcirculagdo renal: lesdo induzida pela sepse no endotélio, microcirculagdo e células
tubulares. Em Il c: Alteracfes alvéolo-capilares durante a fase aguda da lesdo pulmonar aguda
e sindrome do desconforto respiratério agudo. Em lll, disfuncdo orgénica: achados radiogréficos
em paciente séptico com lesdo pulmonar progressiva e sindrome do desconforto respiratério
agudo (SALOMAO et al., 2019).
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2.2. OXIDO NITRICO

O oxido nitrico enddégeno se origina da L-arginina quando ocorre a
liberacdo da enzima 6xido nitrico sintetase (NOS). A liberacéo e atuacdo da NOS
sobre a L-arginina acarreta a produgéo de NO
Muitas células sdo capazes de sintetizar o NO através de hemeproteinas da
familia citocromo P450-like, chamadas de NO sintases (NOS). As NOS séao
dependentes de O2, NADPH, flavinas e biopterinas para exercer sua atividade
(HAUSER et al., 2005).

As NOS sao indispensaveis para a producdo de NO e possuem trés
isoformas especificas, sendo uma NOS induzida (iNOS), calcio-independente, e
duas NOS constitutivas (cNOS), calcio-dependentes, sendo estas duas
designadas NOS neuronal (nNOS) e NOS endotelial (eNOS). As NOS diferem
quanto ao peso molecular, a forma de ativacéo e a capacidade de sintese de NO
(HAUSER et al., 2005).

As duas cNOS sdo classificadas como calcio-dependentes, pois
necessitam de Ca2+ para sua ativacdo, ou seja, € necessaria determinada
concentragdo de Ca2+ intracelular para existir a atividade enzimética, caso
ocorra queda no nivel de Ca2+ as enzimas tornam-se inativas. Ja a iNOS é
classificada como célcio-independente, pois sua ativacdo ndo é regulada pela
presenca de Ca2+ (Vieira, 2007).

A INOS ou Isoforma Il ndo é expressa sob condi¢cdes normais, mas €
induzida por citocinas e/ou endotoxinas em varias células como macrofagos,
neutréfilos, células de Kupffer e hepatécitos (VIEIRA, 2007). Nestas
circunstancias, o NO é produzido a partir da L-arginina através da acédo da iNOS
que, por sua vez, é uma enzima produzida independentemente do célcio
(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,
2007).

A expressao da INOS é o resultado de uma resposta inflamatéria

localizada ou difusa resultante de uma infeccdo ou dano tecidual. As altas
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concentracbes de NO, toxicas para microbios, parasitos e células tumorais,
podem também lesar células saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo
responsavel pela maioria dos processos inflamatorios e auto-imunes (VIEIRA,
2007).

A primeira funcéo atribuida ao NO como mediador biolégico foi a sua
capacidade para produzir vasodilatacdo, mas também se acredita na sua funcéo
na participagdo do controle da temperatura corporal durante condi¢des
fisiolégicas e patolégicas (PEREIRA et al., 2014).

Segundo Ishikawa et al. (2012), na sepse, a superproducdo de NO
também implica na vasodilatagcdo e hipotensdo profunda, que leva a uma
reducdo da pressao de perfusdo dos 6rgaos, depressédo miocardica, e aumento
da permeabilidade vascular.

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

disfuncao orgéanica e morte celular (ISHIKAWA et al., 2012).

2.3. HEMOGASOMETRIA

A hemogasometria € considerada o método mais adequado e confiavel
para detectar alteracbes no equilibrio &cido-base dos fluidos corporais. Durante
atividade intensa, ocorrem mudancas na diferenca entre as pressoes alveolar e
arterial de oxigénio (O2), essa diferenca pode impedir a difusdo do O2 dos
alvéolos para o sangue causando hipoxia (KIM et. al.,2015)

De acordo com Rocco (2003), junto com as mudancgas na pressao de Oz,
ocorrem mudancgas na saturacao de Oz, e também pode ocorrer hipercapnia.
Outra causa importante de hipoxemia € o aumento da velocidade do fluxo
sanguineo na artéria pulmonar devido ao aumento do débito cardiaco, reduzindo
o tempo de transito dos eritrécitos nos capilares, diminuindo consideravelmente
o tempo de captacao de Ox.

Segundo Camargo (2012), a hemogasometria esta relacionada a analise
do valor do pH, gasometria e seus derivados gasosos. Devido a fatores
especificos, como metabolismo, o valor do pH, gasometria arterial e seus

derivados gasosos podem ser diferentes. A hemogasometria arterial € suficiente
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para determinar o equilibrio acido-base. Também indica infeccédo (ex. intestino
delgado) e auxilia na avaliagdo da gravidade do choque. No que se refere a
medicdo do eletrdlito, sdo testes laboratoriais importantes para caracterizar e
avaliar desequilibrios hidroeletroliticos e acido-base (RIBEIRO FILHO et al.
2007). Segundo Leal et al. (2008), este teste avalia a eficacia das trocas gasosas
respiratérias e dos paradmetros metabodlicos (equilibrio acidobasico). As
medicbes dos gases sanguineos incluem: pressado parcial de oxigénio (PO2),
pressao parcial de dioxido de carbono (pCO2), pH sanguineo, saturagcdo de
hemoglobina e concentracédo de bicarbonato (HCOs.) e eletrdlitos como sédio
(Na), potassio (K) e cloro (Cl). De acordo com Rognant et al, (2010) para animais
hospitalizados, a possibilidade de monitorar a resposta ao tratamento é
importante e ajuda na escolha do melhor método para doencas metabdlicas e
respiratorias.

Segundo Camargo (2012), a mudanca da pCO:2 pode ser causada por
certas doencas respiratorias, enquanto as mudancas no HCOgz indicam
metabolismo anormal. Os componentes de gases sanguineos sao:

e pH: o pH indica a acidez ou alcalinidade da amostra. Um pH baixo
€ compativel com acidemia e um pH alto com alcalemia
(ANDREWS; GRINDEM, 2000).

e POg2: trata-se da presséao parcial (tensdo) de oxigénio em uma fase
gasosa em equilibrio com o sangue. Valores altos ou baixos
indicam hipdxia e hipoxemia respectivamente. A POz no sangue
venoso € menor do que no sangue arterial devido a extracao de
oxigénio pelos tecidos periféricos (RIBEIRO FILHO et al. 2007).

e PCO:z2: trata-se da pressdo parcial de PCO2 em fase gasosa em
equilibrio com o sangue. O PCO2 d4 uma indicacdo do componente
respiratério dos resultados dos gases sanguineos. Um valor alto e
baixo indica hipercapnia (hipoventilacdo) e hipocapnia
(hiperventilagdo), respectivamente. Um pCO:2 alto € compativel
com acidose respiratdoria e um pCO2 baixo com alcalose
respiratoria (ANDREWS; GRINDEM, 2000).

A hemogasometria destina-se ao uso na quantificacdo in vitro de sodio,

potassio, célcio ionizado, glicose, hematocrito, pH, pressao parcial de oxigénio
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(PO2) e pressao parcial de dioxido de carbono (PCO2) em artérias, veias ou
sangue total capilar, conforme Oyaert et al. (2018), a finalidade da medicéo

destes itens sao:

e Sodio (Na): As medicbes de sodio sado usadas para monitorar
desequilibrios eletroliticos;

e Potassio (K): As medi¢cdes de potassio sdo usadas no diagnostico e
monitoramento de doencas e condi¢des clinicas que manifestam niveis
altos e baixos de potassio;

e Célcio ionizado (iCa): as medi¢cbes de calcio ionizado sdo usadas no
diagndstico, monitoramento e tratamento de condi¢des, incluindo, mas
nao se limitando a, doenca da paratiredide, uma variedade de doencas
0sseas, doenca renal cronica, tetania e disturbios relacionados a cirurgia
e cuidados intensivos;

e Glicose (Glu): As medicBes de glicose sao usadas no diagndstico,
monitoramento e tratamento de distirbios do metabolismo de
carboidratos, incluindo, mas n&o se limitando a, diabetes mellitus,
hipoglicemia neonatal, hipoglicemia idiopatica e carcinoma de células das
ilhotas pancreéticas;

e Hematdécrito (Hct): As medicbes de hematécrito podem ajudar na
determinacdo e monitoramento do status do volume total de hemacias
normal ou anormal, incluindo, mas néo se limitando a, condicdes como
anemia, eritrocitose e perda de sangue relacionada a trauma e cirurgia;

e pH, pressdo parcial de oxigénio (PO2), presséo parcial de dioxido de
carbono (PCO2): as medicbes de pH, PO2 e PCO: sdo usadas no
diagnéstico, monitoramento e tratamento de distarbios respiratorios e
distarbios &cido-basicos metabdlicos e respiratérios. O bicarbonato é
usado no diagndstico e tratamento de varios distlrbios potencialmente

graves associados a alteragdes no equilibrio acido-base corporal.
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2.4. HOMEOSTASE ACIDO-BASE

A funcdo normal de quase todos os processos fisiologicos do corpo
depende da manutencédo do equilibrio acido-basico apropriado. O valor do pH
intracelular e do pH intersticial depende fortemente do valor do pH do sangue
arterial, que varia entre 7,35 e 7,45 em condig¢@es fisiolégicas normais. Quando
o pH se desvia de sua faixa normal, enzimas dependentes do pH e proteinas de
transporte de membrana podem nado funcionar adequadamente e as vias
metabolicas podem ser afetadas negativamente. A acidemia, que é definida
como pH arterial inferior a 7,35, pode causar uma variedade de disturbios,
incluindo vasodilatacdo arterial, resisténcia a insulina, funcdo imunologica
comprometida e excitabilidade neuronal reduzida. A alcalemia, que é definida
como pH arterial maior que 7,45, também pode causar muitos disturbios,
incluindo reducdo do fluxo sanguineo miocéardico e convulsdes. Portanto, é
imperativo que o valor do pH do sangue seja rigidamente controlado.

De acordo com o National Institutes of Health, o intervalo de referéncia
para [HCO3 -] é 22-26 mEq / L e o intervalo de referéncia para pCO2 é 35-45
mmHg. No entanto, é importante reconhecer que existem diferencas entre os
individuos que podem afetar o diagnostico, a suscetibilidade a doenca e a

capacidade de resposta ao tratamento.

A extensdo em que o pH extracelular (pHe) influencia o pH intracelular
(pHi) varia dependendo do complemento das proteinas de extrusdo de &cido ou
de transporte de membrana de carga de acido que uma célula expressa.
Normalmente, as células expressam uma série dessas proteinas como defesa
contra a acidose. O papel protetor dessas proteinas é importante para a
sobrevivéncia celular, proliferacdo e migracdo em uma variedade de tipos de
células. As acdes dessas proteinas podem tornar as células sensiveis a
mudancas no pHe, permitindo a permeacéo de acidos e bases, ou ajuda-los a
se defender contra mudancas no pHe, eliminando ou dissipando acidos e bases

para manter o pHi.
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2.5. ACIDOSE METABOLICA

Acidose Metabdlica (MAc) pode ser caracterizada pela reducdo do pH
sanguineo devido a deficiéncia primaria de carbonato acido [HCOz3] em resposta
a alcalose respiratéria (RAPHAEL, 2019). O organismo, com o0 objetivo de
manter a homeostase plasmatica, a curto prazo aumenta o impulso respiratério
para reduzir a concentracao de gas carbénico (CO2) e, a longo prazo, aumenta
a excrecdao renal de ion hidrogénio (H*) e a formacéo de HCOgs'. Entretanto, caso
tais sistemas compensatorios estejam trabalhando de forma aberrante ou
sobrecarregados, a acidose metabdlica pode se instalar, como nos casos de
dieta rica em carboidratos, doenca renal crbnica e diabetes (cetoacidose
diabética), infarto agudo do miocéardio (acidose lactica), mutacbes em
transportadores renais é&cido-base (acidose tubular renal), intoxicagcdo com
compostos acidos (aspirina) e diarreia (perda de HCO3) (QUADE; PARKER;
OCCHIPINTI, 2021). As manifestacdes clinicas variam de acordo com a causa
primaria, mas em geral a acidose concorre com eritema, nauseas e astenia
(LAZENBY, 2011).

A acidose metabdlica, que resulta do acimulo de &cidos orgéanicos e / ou
inorganicos nao volateis na circulacao, representa um marcador de gravidade da
doenca e foi proposta como um substituto para a disfuncao organica. Parece que
guanto pior é a acidose metabdlica, pior € o prognostico. No entanto, ainda ha
muita controvérsia a respeito da compreensdo e do manejo da acidose
metabdlica. Um deles é baseado no excesso de base padrao (SBE) e é
conhecido como abordagem de Copenhaguen; a outra é baseada na diferenca
de ions fortes (SID) e na concentracao total de &cidos fracos néo volateis (Atot)
e € chamada de abordagem fisico-quimica. SBE é a quantidade de &cido ou
base necessaria para restaurar o pH para 7,4, mantendo valores fixos de pCO2
(40 mmHg) e temperatura (37 o C) e padronizado para um valor de hemoglobina
de 5 g / dL, o que parece aumentar a precisdo do SBE in vivo e (quase)
independentemente das variacdes agudas de pCO2. A acidose metabdlica esta
presente quando o valor de SBE é negativo, geralmente abaixo de -2 mEq / L.
SID é a diferenca liquida entre cétions fortes (basicamente, Na +, K +, Mg2 +,

Ca2 +) e anions (Cl- e lactato-) no plasma, com os acidos fracos néo volateis
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mais relevantes sendo a albumina dissociada e o fosfato. A acidose metabolica
€ o resultado da diminui¢cdo do SID ou do aumento dos acidos fracos (WOOTEN,
2003).

A substituicdo de bicarbonato de sbédio em pacientes com perda de
bicarbonato de sodio devido a diarreia ou acidose tubular proximal renal € util,
mas ndo h& evidéncias definitivas de que a administracdo de bicarbonato de
sédio a pacientes com acidose metabdlica aguda, incluindo cetoacidose
diabética, acidose lactica, choque séptico, metabdlico intraoperatdrio acidose, ou
parada cardiaca, é benéfica em relacdo aos resultados clinicos ou taxa de
mortalidade. Pacientes com doenga renal crbnica avancada geralmente
apresentam acidose metabdlica devido ao aumento de anions ndo medidos e
hipercloremia. Foi sugerido que a acidose metabodlica pode ter um impacto
negativo na progressao da disfuncéo renal e que a administracao de bicarbonato
de sddio pode atenuar esse efeito, mas uma avaliacdo adicional é necessaria
para validar essa estratégia renoprotetora. O bicarbonato de sddio € o tampao
predominante usado nos fluidos de dialise e os pacientes em dialise de
manutencdo sdo submetidos a uma carga de bicarbonato de sédio durante as
sessodes, sofrendo uma alcalose metabdlica transitoria de gravidade variavel. Os
efeitos colaterais associados a terapia com bicarbonato de sédio incluem
hipercapnia, hipocalemia, hipocalcemia ionizada e prolongamento do intervalo
QTc. O impacto potencial da terapia regular com bicarbonato de sédio no
agravamento das calcificagbes vasculares em pacientes com doenca renal
cronica néo foi suficientemente investigado (ADEVA-ANDANY et al., 2012)

A analise dos gases sanguineos inclui trés parametros relacionados ao
conteudo de dioxido de carbono (CO2) do sangue: concentragao total de didxido
de carbono no sangue (tCO2), pressao parcial plasmética de diéxido de carbono
(pCO2) e concentracdo de bicarbonato plasmético (HCO3 -) (AIKEN, 2013;
BEREND, 2013).

O pCO2 plasmético é medido por analisadores de gases sanguineos e
indica a pressao exercida pela pequena porcao (aproximadamente 5%) do
didxido de carbono total dissolvido na fase aquosa do plasma. A concentracao
de bicarbonato plasmatico é geralmente estimada a partir dos valores medidos
de pH e pCO2 quando analisadores de gases sanguineos séo utilizados. O tCO2

€ medido quimicamente por analisadores de laboratério e reflete a quantidade
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total de di6éxido de carbono presente no sangue, que corresponde principalmente
a soma de bicarbonato e diéxido de carbono dissolvido ou pCO2 (AIKEN, 2013;
NASIR et al., 2010)

A relacdo entre o pH e o pCO2 usado para calcular a concentracao de
bicarbonato no plasma é descrita pela equacdo de Henderson-Hasselbalch
derivada da aplicacdo da lei de acdo da massa para as reacgOes de hidratacao e
dissociacao do &cido carbénico (H2CO3) no plasma:

CO2 + H20-»H2CO3H2CO3«>H ++ HCO3-

A constante de equilibrio para a primeira reacdo (K 1) é

K1 =[H2CO3] [CO2] [H20]

A constante de equilibrio para a segunda reacgéo (K 2) é

K2 =[H +] [HCO3 -] [H2CO3]

A equacdo de Henderson-Hasselbalch usada para o calculo do
bicarbonato de plasma é:

pH = pKa + log [HCO3-] a x pCO2

O valor de pK a para esta equacéao € obtido a partir de uma constante de
equilibrio combinada incluindo os valores de K 1 e K 2. O pK a desta nova
constante combinada (6.1) € usado no célculo da concentracdo de bicarbonato
no plasma. a é o coeficiente de solubilidade do gas didxido de carbono (igual a
0,0306 para plasma a 37 ° C).

Substituindo esses valores,

pH =6,1 + log [HCO3-] 0,03 x pCO2. (KUMAR e KARON, 2008)

Os analisadores de gases sanguineos usam esta formula para estimar a
concentracéo de bicarbonato no plasma a partir de valores conhecidos de pH e
pCO2. No entanto, a aplicacdo desta equacdo para o célculo da concentracdo
de bicarbonato no plasma humano pode ser enganosa, pois a hidratacdo do
diéxido de carbono in vivo requer a acdo de isoenzimas da anidrase carbdnica
gue estdo ancoradas a membrana plasmatica dos glébulos vermelhos ou
encontram-se dentro dos eritrocitos. A atividade das isoenzimas da anidrase
carbbnica nao foi relatada no plasma humano em quantidade suficiente para
conduzir significativamente a hidratacdo do diéxido de carbono neste local. Além

disso, as isoformas da anidrase carbdnica catalisam a hidratacdo reversivel do
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diéxido de carbono em bicarbonato sem a formacéo intermediaria de acido
carboénico (Figura 2) (SLY e HU, 1995).

Portanto, o uso de um pKa combinado pode n&o ser apropriado, uma vez
gue nao ha formacéo de acido carbonico in vivo. Por essas razdes, a aplicacao
da equacdo de Henderson-Hasselbalch ao célculo da concentracdo de
bicarbonato no plasma ndo € direta e o significado fisiol6gico do valor de
bicarbonato do plasma estimado a partir da aplicacdo desta equacao ao plasma

humano permanece incerto.

Red blood cell at tissue capillary Red blood cell at lung capillary
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Figura 02: Reacdo de anidrase carbdnica(ScientificWorldJournal. 2014; 2014: 627673.
Published online 2014 Oct 21. doi: 10.1155/2014/627673 PMCID: PMC4227445 PMID:
25405229 Sodium Bicarbonate Therapy in Patients with Metabolic Acidosis Maria M.
Adeva-Andany)

O tCO2 no sangue determinado por analisadores de laboratério e a
concentracdo de bicarbonato plasmatico calculada a partir de analisadores de
gases sanguineos de ponto de atendimento sdo geralmente considerados
equivalentes e o tCO2 é geralmente medido como um substituto para o nivel de
bicarbonato plasméatico, embora alguns estudos tenham encontrado uma
concordancia pobre entre os dois parametros [3, 5].

O excesso de base é definido como a quantidade de Base (NaOH) ou
acido (HCL) em mEq adicionado ao sangue estabilizado com PCO2 = 40mmHg

e a temperatura de 37°C para atingir um pH de 7,40 [20].

O SBE desempenha um papel importante na descricdo do estado acido-

basico de um paciente e vem ganhando interesse clinico. Além do teste rapido,

ar



23

da idade, do escore de gravidade da leséo e da escala de coma de Glasgow, o
BE estd se tornando cada vez mais importante para identificar o risco de
mortalidade para pacientes com les6es mdultiplas. Segundo Zander, o SBE é
calculado pelo pH, PCO2, concentracdo de hemoglobina e saturacéo de oxigénio
da hemoglobina (S0O2). O uso de SO2 permite ao analisador de gases
sanguineos determinar apenas um valor de BE, independente do tipo de amostra
de sangue analisada: arterial, venosa mista ou venosa. O SBE e a medida da
concentracdo de lactato (cLac) desempenham um papel importante no
diagnostico de pacientes criticos. Em geral, a mudanca em SBE corresponde a
mudanc¢a em cLac. Se o DeltaBE for menor do que o DeltacLac, o motivo pode
ser a terapia com HCO3-, mas também com solu¢des de infusdo contendo

lactato.

2.5. INDUCAO EXPERIMENTAL DA SEPSE

O modelo experimental de sepse € um método de estudo utilizado para
avaliar e controlar o fendbmeno séptico desde a sua instalacdo até o
desenvolvimento da faléncia terminal dos 6rgéos e sistemas. A morte ocorre em
virtude da disfuncdo de mdltiplos érgaos e sistemas, secundaria a manutencao
da sepse intraperitoneal com focos residuais de infeccéo, ou em decorréncia da
translocacdo bacteriana e da liberacdo de mediadores inflamatorios
(TRAMONTE et al., 2004).

Os modelos animais devem mimetizar 0 passo a passo e severidade da
sepse humana; reproduzir os estagios hemodinamicos e imunologicos;
mimetizar os achados histolégicos nos 6rgaos frequentemente afetados e exibir
variabilidade entre os animais. Sao conhecidos trés modelos experimentais para
inducéo da sepse: a administragéo intravenosa da bactéria viva ou componente
microbiana, administracao intraperitoneal da bactéria viva ou de componentes
microbianos e modelos de injuaria do intestino com consecutiva liberacao de flora
bacteriana. Este Ultimo ainda pode ser realizado de duas formas distintas:
ligacdo e perfuracdo do ceco ou introducdo de cateter no colon ascendente
(BENJAMIN, 2001).



24

O modelo de injuria com liberacdo da flora bacteriana foi descrito
inicialmente por Wichtermann e colaboradores em 1980 e Baker e
colaboradores, em 1983 e é 0 que mais se assemelha ao quadro de sepse em
humanos. Nesse modelo, realiza-se a perfuracdo da parede intestinal e o
conteudo colico é liberado gradativamente para a cavidade peritoneal, induzindo
peritonite, que pode evoluir para um quadro de sepse e choque séptico
(BENJAMIN, 2001).

2.6. DIAGNOSTICO

Infeccdo e sepse sdo acompanhadas por sinais clinicos e laboratoriais,
como mudancas na temperatura corporal, leucocitose e taquicardia. Porém,
estes sinais e sintomas de inflamacao sistémica, além de ndo serem especificas
ou sensiveis, ainda podem resultar de causas nao infecciosas. Sendo assim, o
intensivista deve estar atento aos indicadores clinicos e laboratoriais da
inflamacéo (BARBOSA et al., 2004).

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

Na ultima década, inumeros marcadores tém sido sugeridos para o
diagnéstico precoce da sepse, dentre os quais estd 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).

Os principais parametros clinicos e laboratoriais utilizados para
monitorizacdo da resposta inflamatéria sdo temperatura corporal, leucograma e
coagulacédo, porém sao pouco especificos quanto a evolugdo para sepse e
prognéstico do paciente (BARBOSA et al., 2004).

O aumento da temperatura corporal é, geralmente, o primeiro sinal de
inflamacéo sistémica. Durante a evolucdo para sepse, 0 paciente pode
apresentar hipotermia, que é um sinal prognostico ruim. A contagem de
leucécitos pode estar aumentada, podendo indicar infecgéo, porém sabe-se que

a leucocitose pode estar presente em outras situagbes, como hemorragias
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gastrointestinais, transfusédo sanguinea e uso de corticosteroides (Barbosa et al.,
2004).

A avaliagéo laboratorial para identificagdo de comprometimento sistémico
inclui desde a busca de indicadores de resposta inflamatéria no sangue periférico
(mediadores enddgenos, indicadores de fase aguda) até a pesquisa de
indicadores de disturbios organicos e metabdlicos, visando as terapias de
suporte. Os indicadores da presenca da resposta inflamatéria sistémica, na sua
maioria, carecem de sensibilidade e especificidade para o diagnostico da sepse,
mas podem ter valor progndéstico e de acompanhamento da resposta a
terapéutica. Aumento de lactato sérico, de citocinas séricas, de fator estimulante
das col6nias de granulécitos e de 6xido nitrico plasmatico (através dos niveis
plasmaticos de nitrato/nitrito) pode ser indicadores precoces de SRIS, ainda que

a maioria deles nao esteja disponivel de forma rapida (BOCHUD, 2001).
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3. OBJETIVOS GERAIS

Mimetizar o0 modelo da sepse, e avaliar a progressdo dos sinais da
sindrome sepse, comparando com o0s parametros clinicos e laboratoriais em
ratos wistar submetidos ao modelo experimental de sepse induzidos por ligadura

e puncao cecal.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a hemogasometria em ratos wistar submetidos ao modelo
experimental de sepse induzida por ligadura e puncéo cecal (CLP);

Avaliar microscopicamente lesbes em érgdos importantes como figado,
rins e pulméao;

Avaliar a pressao arterial durante a sindrome sepse;

Avaliar laboratorialmente os animais durante a sindrome sepse.

4. JUSTIFICATIVA

Embora a Acidose Metabdlica seja um distarbio comum e de alta
mortalidade em pacientes com sindrome SEPSE, os padrdes dos disturbios

acido-base na sindrome ainda ndo foram avaliados objetivamente.
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5. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de cirurgia e anestesia da Unidade
de Experimentagcdo Animal (UEA) da Universidade Estadual Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) e submetido & Comisséo de Etica de Uso Animal (CEUA) sob o
namero 124447

5.1. INDUCAO DA SINDROME SEPSE

Foram utilizados 4 ratos wistar (rattus norvegiccus), machos, pesando entre
300 e 350 gramas. Apos a inducdo da sepse, os animais foram separados em
gaiolas individuais com regime liberal de agua e comida e abrigados em

ambiente com temperatura controlada em 20 graus celsius.

Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg. Kg 1) associada ao
xilazina (50 mg.kg 1), aplicados na mesma seringa, por via intraperitoneal e para
manutencdo a anestesia inalatéria com o Halotano. Apds cerca de 10 minutos
da aplicacao intraperitoneal, os animais entdo eram colocados sobre uma calha
cirirgica adaptada, onde recebiam tricotomia da regido abdominal, regido
toracica e na regido ventral do pescoco, para o posterior puncdo da artéria
carotida, por disseccéao e visualizacao direta. Nos locais onde houve tricotomia,
0s animais recebiam aplicacdo de solucéo de clorexidina degermante, seguida

de solucao de clorexidina alcodlica (Figura 03).

FIGURA 03: Posicionamento e tricotomia do animal sobre calha cirGrgica adaptada.

Apos a entrada em plano anestésico (percebida pela nédo reacéo a preensao
digital com pinga hemostatica) e tricotomia, os ratos eram colocados em calha

cirrgica adaptada para inicio do procedimento. Para implantacdo da canula, foi
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realizada uma incisdo na regido cervical ventral do pescoco (Figura 05) e, com
o auxilio de uma pinca hemostatica, a musculatura foi dissecada, em direcao a
orelha do animal, onde foi feita uma incisdo para passagem e fixacdo da canula
na regido cervical dorsal do pescoco (Figura 4a). Continuou-se a disseccéo dos
musculos esternocleidomastodeo e hioide para exposicdo da artéria caroétida,
localizada paralelamente a traqueia (Figura 4b). A artéria foi dissecada para
separagcdo do nervo vago e iniciou-se a implantacdo da céanula(Figura 4c). O
posicionamento da canula neste local € importante para coleta de sangue apos

o retorno da anestesia (Figura 4d).

Figura 04-a. Passagem da cénula arterial; b. Dissecagdo da artéria
carotida; c. Aparéncia ap0s a sutura da regido ventral do pescoc¢o; d.
Céanula arterial fixada para a mensuracdo da pressao arterial
invasiva. (Arquivo pessoal). HV — UENF, 2021
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Figura 5 - llustracéo da localizacao da artéria carétida. Fonte: Pureza, 2006.

Apés a canulacgédo foi realizada entdo uma incisdo na pele, na linha média
do abdomen e uma pequena dissecc¢ao do tecido subcutéaneo, quando entao
era feita a abertura da cavidade abdominal, sobre a linha alba, com lamina de
bisturi nUmero 11. Apds a abertura da cavidade abdominal, o ceco era
visualizado e exposto manualmente para fora do abdémen (figura 06). O
restante dos intestinos delgado e grosso eram mantidos naturalmente dentro
do abdomen.

Figura 06: Exposicédo do ceco para dissecgdo mesentérica.

Neste momento, era realizada a dissec¢gdo do mesentério do ceco, proximo
a valvula ileocecal, com extremo cuidado para nado lesionar o ramo cecal da

artéria ileocecal, o que poderia levar a um quadro de hemorragia e 6bito do
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animal em questao. Além disso, esta etapa € fundamental para evitar a isquemia

do ceco durante o procedimento de ligadura e punc¢éao, nos grupos pertinentes.

Apés a abertura da cavidade abdominal, exteriorizacdo do ceco e dissec¢ao
do mesentério, o ceco foi recolocado em sua posi¢cdo original e a cavidade
abdominal foi fechada com pontos simples separados, com fio de nailon de
espessura 3-0 e entdo se deu o fechamento do espaco subcutéaneo e pele,
também com fio de nailon de espessura 3-0 (figura 07). Depois da abertura e
sutura, os animais foram colocados em suas respectivas gaiolas individuais, até

a reavaliacdo em 1 e 2 horas.

-

B e B

Figura 07: Fechamento da cavidade abdominal apés exposicéo do ceco e dissecc¢ao

mesentérica.

Os animais receberam os procedimentos de ligadura e punc¢éo do ceco
(CLP), para indugédo da sepse. Primeiro foi escolhida a por¢céo do ceco a ser
ligada e puncionada. Foi padronizada a ligadura cecal larga, proxima a valvula
ileocecal, que corresponde a ligadura em torno de 50% da area do ceco, com 0

objetivo de indug&o em curto periodo da sepse nos animais testados.

Apbs exposicdo do ceco e disseccdo do mesentério (figura 08), um fio de
seda, com espessura numero 2-0, era passado entre 0 ceco e 0 espago da
disseccdo do mesentério e entado era feita a ligadura da regido selecionada, com

cuidado para ndo causar isquemia ou laceragdo nesta regido do ceco. Antes da



31

ligadura, o conteudo fecal era gentilmente manuseado e deslocado em direcdo
a regido distal do ceco, para facilitar o processo de puncéo (figura 09).

Figura 08: Passagem do fio pelo mesentério, evitando a artéria ileocecal (ramo

cecal).

Figura 09: Deslocamento do contetudo fecal para ligadura na por¢ao proximal da

valvula ileocecal.

Apbs a ligadura (figura 10), era introduzida uma agulha calibre 18 (40 x 1,2
mm) na regido proximal do ceco, atravessando este completamente, sempre no
sentido da borda mesentérica para a borda antimesentérica, com o cuidado de
nao acertar nenhum leito vascular no trajeto da agulha (figura 11). A agulha sera
removida e entao se realizard uma suave compresséao no local da puncdo, com
0 objetivo de exteriorizar uma pequena quantidade de fezes, tanto no orificio da
borda mesentérica, quanto no orificio da borda antimesentérica (figura 12). A
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guantidade de exposicdo de material fecal era limitada e sempre a mesma em

todos os animais do experimento submetidos ao protocolo.

Figura 10: Ligadura realizada no tergo proximal do ceco, préximo a véalvula ileocecal.

R

Figura 11: Transposi¢éo de agulha 18G sobre a por¢éo proximal do ceco.

Figura 12: Exteriorizacdo de contetdo fecal com manipula¢cdo suave do ceco.

Depois disto, o ceco era entdo realocado dentro da cavidade abdominal, com
o cuidado de n&do haver contato das fezes expostas com a abertura da parede
abdominal. Assim feito, o peritbnio e a parede abdominal eram fechados com fio
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de nailon de espessura 3-0, seguido do fechamento do tecido subcutaneo e pele

com o mesmo tipo de fio, ambos com pontos simples descontinuos.

Todos as ligaduras e pungdes cecais nos animais do experimento tiveram o
cuidado de manter um tempo médio de realizacdo do procedimento entre 10 e
15 minutos, evitando manipulacdes e exposicdes excessivas que pudessem

comprometer o resultado.

Os animais eram entdo colocados em suas gaiolas individuais, com livre
acesso a agua e comida, para recuperacao anestésica e assim permaneciam
nas 2 horas seguintes a inducéo da sepse, quando entdo eram reavaliados, a
cada 1 hora, para parametros clinicos como tremores, pelos arrepiados, mal-

estar e fraqueza muscular (figura 13).

Figura 13: Manifestacédo clinica de pelos arrepiados 24 horas apds ao procedimento
de CLP.

5.2. ANALISE LABORATORIAL

A cada 1 hora serd realizada a coleta de sangue para realizacdo da
hemogasometria, hemograma, para as avaliagdes de plaquetas e leucometria; e
bioguimica sérica onde foram dosados os biomarcadores renais, uréia e
creatinina.
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As diretrizes regulamentares para ensaios de farmacos geralmente sugerem
a realizacdo de exames clinicos e laboratoriais como: anélises hematologicas e
bioguimicas e exames anatomopatolégicos para avaliagdo em estudos de
toxicidade crbnica e subcrbnicas (LIVESEY, 1987). Durante a avaliacdo do
“status” sanitario dos animais, sera estabelecido um protocolo sistematico de
exames clinicos, além da observacdo de comportamento, consumo de agua e

racdo, frequéncia cardiaca e temperatura.

Durante e ap0s o experimento, foram coletados 0,5 ml de sangue, apos o
fechamento da cavidade abdominal (TO), uma hora apés a primeira coleta (T1),
duas horas ap0s a primeira coleta (T2). E a mensuracao foi realizada a cada 1
hora por um periodo pré-determinado de 2 horas.

Com o correto posicionamento e fixagdo do cateter, o mesmo foi acoplado
ao sensor do equipamento BioAmp, responsavel pela codificacdo das
informacdes de pressao arterial e amplificacdo do sinal na forma de graficos para
0 computador.

Simultaneamente, os dados de pressédo arterial invasiva e tracado
eletrocardiografico comecaram a ser registrados pelo monitor multiparamétrico
ADInstruments®, sendo reconhecidos e gravados pelo programa Labchart Pro
7.3.4, do mesmo fabricante, para analise.

A pressdao arterial foi aferida a cada 1 hora, a canula foi preenchida com
solucdo fisioldgica a 0,9% heparinizada depois da mensuracdo da pressao
arterial. Seguiu-se pela coleta de sangue para realizacdo do hemograma, para
as avaliacbes de plaquetas e leucometria; e bioquimica sérica onde foram
dosados os biomarcadores renais, uréia e creatinina.

Apds a eutanasia, a carcaca dos animais sera realizada a necrépsia dos
animais, coleta das amostras viscerais e de 6rgaos, e serdo encaminhados para
o setor de patologia. As amostras serao fixadas em formalina neutra tamponada
a 10%, por, no minimo 48 horas, temperatura ambiente e, posteriormente,
processado segundo técnicas histolégicas de rotina. As amostras serao clivadas
e acondicionadas em histossetes devidamente identificados, submetidos ao
processamento automatico para as etapas de desidratagdo em banhos de

alcodis, clarificagéo ou diafanizagdo em banhos de xilol, embebi¢cdo em parafina,
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incluséo de parafina, seguido da microtomia, coloracdo de hematoxilina e Eosina

(HE) e montagem das laminas.

As laminas serdo avaliadas utilizando-se microscopia Optica, observando-se
caracteristicas morfoldgicas celulares e padrdes teciduais.

5.3. OXIDO NITRICO

Para a quantificacdo de 6xido nitrico, foi utilizado o Nitric oxide (NO2/NQO3)
detection kit que quantifica nitrito e nitrato de fluidos biolégicos. O kit contém
duas placas para quantificacdo de nitrito e nitrato.

O primeiro passo foi diluir o plasma com a solucéo de reacéo da proporcao
de 1:10. Para encontrar a curva padrdo de nitrito, foi realizada a diluicdo da
solugéo tampé&o com a solugéao padréao de 2000 umole/L em 7 tubos. A diluicdo
da solucdo para obtencdo da curva padrdo de nitrito foi realizada conforme

demonstrada abaixo (Figura 14).

N Y aYaYaYaYp)

100pL padrao \
900pL tampao de | 1 c2 C4 c6 c7
reagao
—— S
§¥\\z

C3 C5
% \d
QQQ » ¢ N\ @§‘\

R
P® q9 e @ Y

Figura 14 - Diluicdo das solu¢cbes padrdo a partir da solucéo
padréo concentrada e da solucéo padréo de diluicéo.

C1: 200 ymole/L; C2: 100 umole/L (500uL padrdo + 500uL C1); C3: 50
pmole/L (500uL padrao + 500uL C2); C4: 25 pmole/L (500uL padrao + 500uL
C3); C5: 12,5 ymole/L (500uL padrao + 500uL C4); C6: 6,25 umole/L (500uL
padrao + 500uL C5); e C7: 3,125 pmole/L (500uL padrao + 500uL C6).
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Apos as diluicdes, foi estipulado o nimero de pocos necessarios 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 pocos do branco foram adicionados 200 ul de tampéao de reacédo. Nos
pocos da curva padrao foi adicionado 50 pl do padréo de nitrito e 50 ul de tampéao
de reacao. Nos pocgos destinados as amostras, foi adicionado 50 pl da amostra
e 50 pl da solugéo padrédo. Em todos os pocgos, exceto no branco, foram
adicionados o 50 pl do reagente Griess 1 e 50 ul do reagente Griess 2. Apos a
homogeneizacéo da placa e incubacdo a 10 minutos em temperatura ambiente,
a leitura a 540 nm foi realizada no leitor de Elisa.

Para encontrar a curva padréo de nitrato, foi realizada a diluicdo da solucao
tampdo com a solucdo padrdo de 1000 pmole/L em 6 tubos. A diluicdo da
solucdo para obtencdo da curva padrdo de nitrato foi realizada conforme

demonstrada abaixo (Figura 15).
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Figura 15 - Diluicdo das solucdes padrao a partir da solu¢ao padrao
concentrada e da solucéo padrao de dilui¢éo.

C1: 100 umole/L; C2: 50 ymole/L (500uL padrao + 500uL C1); C3: 25
pmole/L (500uL padrao + 500uL C2); C4: 12,5 pmole/L (500uL padrao + 500uL
C3); C5: 6,25 ymole/L (500uL padrao + 500uL C4); e C6: 3,125 umole/L (500uL
padrao + 500uL C5)
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Apos as diluicdes, foi estipulado o nimero de pocos necessarios e foi
realizada a distribuicdo das solugdes padréo, do branco e das amostras na placa.
Todas as amostras e solugdes padrao foram realizadas em duplicata.

Nos pocos do branco foram adicionados 200 ul de tampéao de reacédo. Nos
pocos da curva padrdo foi adicionado 50 pl do padrdo de nitrato. Nos pocos
destinados as amostras foram adicionadas 50 ul da amostra. Em todos os poc¢os
da placa foram adicionados 25 pl de NADH e 25 pl de nitrato redutase. Apés a
homogeneizacéo da placa, ela foi coberta e incubada a 37°C por 30 minutos. Em
seguida, foram adicionados em todos 0s pocos, 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 Elisa.

De acordo com as concentracdes padrao e dos valores de absorbancia, as
curvas padréo de nitrito e nitrato foram desenhadas e suas respectivas equagoes
de regresséo linear descobertas.

As médias dos pocos em duplicata foram calculadas e o valor do branco
subtraido destes valores, que entdo foram substituidos ao ‘x’ da equacéao a fim
de mensurar a quantidade de nitrito e nitrato em cada amostra. Apdés a
descoberta dos valores reais de nitrito e nitrato, estes foram somados para

encontrar o valor de 6xido nitrico em cada amostra.

Os dados foram compilados e analisados estatisticamente através da anélise
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.

5.5. HISTOPATOLOGIA

A remocéo do orgdo foi realizada com material cirirgico apropriado. A
porcdo do rim selecionada foi colhida e imediatamente fixada em formalina
neutra tamponada a 10%, e todo o material fixado por um periodo minimo de 48
horas e encaminhadas ao Laboratério de Morfologia e Patologia Animal — LMPA

da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro -UENF.



38

A seguir todas as amostras foram clivadas em fragmentos menores de até
2-3 mm de espessura e acondicionadas em histossetes plasticos para posterior
processamento em processador automatico (Leica® TP1020), onde foram
desidratadas em cinco banhos sequenciais de alcool etilico, sendo o primeiro
banho em alcool a 70%, o segundo em alcool a 90% e os seguintes em alcool
absoluto, com duracao de uma hora cada. Seguido da clarificacdo das amostras
por imersao em dois banhos de xilol, de uma hora cada e embebi¢cao por imerséo
das amostras em dois banhos, de 30 minutos cada, em parafina histologica a
60°C. Em sequéncia o material foi incluido manualmente, com auxilio do
dispensador de parafina e de moldes metalicos, no préprio histossete em que foi
acondicionado.

Apos a solidificacéo, os blocos foram resfriados e cortados em sec¢fes de
5 um de espessura, em microtomo semi-automatico (Leica® RM2145) e os
cortes colocados em banheira histol6gica, onde foram coletados por laminas de
vidro e corados manualmente. Foi utilizada hematoxilina-eosina na tentativa de
observar-se pela microscopia 6ptica e analise de imagens.

As fotomicrografias obtidas foram documentadas e arquivadas utilizando
maquina fotogréfica digital Nikon® Coolpix 995, adaptada em microscopio 6ptico
(Olympus®2 BX 41).

As laminas foram apresentadas ao histopatologista aleatoriamente para
gue nao houvesse influéncia durante a andlise. Os resultados histolégicos foram
obtidos e foi estipulada uma graduacdo em valores de acordo com o
comprometimento do tecido renal que foi avaliado através de mediana dos

escores (estatistica descritiva).

Tabela 1:Tabela de escore de alteracdes histopatolégicas nos tecidos renais de
ratos Wistar machos apoOs sepse induzida experimentalmente. (colocar a
literatura)

Escore das alteracfes histopatologicas

0 Ausente
1 Sutil
2 Leve
3

Moderada
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4 Grave

5.5. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos valores numéricos foram utilizados os
seguintes testes, com p < 0,05:

v Kruskal — Wallis: para observar se havera diferenca estatistica entre
0s tempos;

v Friedman: andlise, dentro de cada tempo;

v" Dunnett's: para analisar se houve diferenca estatistica no parametro
PCO2;

v Newman-Keuls: para analisar as diferencas estatisticas nos
parametros BEecf, HCO3, TCO2, iCa e Glicemia.

6. RESULTADOS

Durante a realizacdo do experimento e observacdo dos animais, foi
mensurada a pressao arterial. Conforme pode ser observado, as pressfées
arteriais sistélica, média e diastélica apresentaram uma diminuicdo gradativa,

tornando-se significativa em M3 (Figuras 16).
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Figura 16: Avaliacdo da Pressdo Arterial invasiva dos ratos wistar machos (250-300g)
submetidos a sepse pela puncéo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o momento

inicial.

Nos valores do Hematécrito e Hemoglobina néo foi observado diferenca

estatistica entre os tempos de avaliacdo (Figura 17).

Hemoglobina Hematécrito
204 50+
e ey
40-
154
§ T 304
2 10- =
2 T 20
I
%] 10
0 . 0 .
N
& & ¥ $ & ¥

Figura 17: Avaliacdo laboratorial do hematdcrito e hemoglobina de ratos wistar machos
(250-300g) submetidos a sepse pela puncédo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o

momento inicial.

Observou-se que houve diferenca estatistica na avaliagdo do numero de

plaguetas no periodo e M3 em relacéo aos tempos M1 (Figura 18).
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Figura 18: Avaliacdo laboratorial do niumero de plaguetas de ratos wistar machos (250-

300g) submetidos a sepse pela puncéo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o momento
inicial.

Foi observado o aumento na contagem dos leucécitos seguindo o mesmo

padrao, ou seja, aumento gradual, tornando-se significativo em T3 e T4 (Figura
19).
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Figura 19: Avaliacdo laboratorial do nimero de leucécitos de ratos wistar machos (250-

300g) submetidos a sepse pela puncéo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o momento
inicial.
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Foi observado que a sepse promoveu aumento da concentracado plasmatica de
creatinina. De forma semelhante a creatinina, os niveis elevados de uréia
plasmatica também indicam que o0s animais apresentaram um consideravel

comprometimento da funcao renal. (Figuras 20a e 20b)

20a Ureia
100+

Ureia (mg/dL)
3

« ®

Momentos Avaliados

%

*versus M1 (p<0,0005)

Creatinina
2+ * #
20b | EEE

- *
=] b
E
g 1
=
®
o
(8]

[l' L] L}

& & Ny

Momentos Avaliados

*versus M1 (p<0,0001)
#versus M2 (p=<0,0001)

Figura 20: Avaliacdo laboratorial da bioquimica sérica (uréia e creatinina) de ratos wistar
machos (250-300g) submetidos a sepse pela puncéo cecal, avaliados a cada hora, sendo

M1 o momento inicial.

Os valores de pH ndo apresentaram diferenca estatistica e estdo

representados pela figura 21.
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Figura 21: Avaliacéo laboratorial do pH de ratos wistar machos (250-300g) submetidos a

sepse pela puncéo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o momento inicial.

De acordo com os resultados obtidos na mensuragéao do pCO2, nota-se
uma diferenca estatistica entre o tempo M1 e o M2 de acordo com a figura 22.
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Figura 22: Avaliacdo laboratorial do pCO2 de ratos wistar machos (250-300g) submetidos
a sepse pela puncédo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o0 momento inicial.

Observou-se que os valores obtidos par pO2 néo houve diferenca
significativa com p<0,06, de acordo com a figura 23.
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Figura 23: Avaliacao laboratorial do pO2 de ratos wistar machos (250-300g) submetidos a
sepse pela puncao cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 0 momento inicial.

Para os valores de Excesso de Base nota-se diferenca estatistica entre
os tempos M1 e M2, e entre M1 e M3, de acordo com a figura 24.
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Figura 24: Avaliacéo laboratorial do BEecf de ratos wistar machos (250-300g) submetidos
a sepse pela puncéao cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o0 momento inicial.

Na avaliagcdo dos dados do HCOS3, observou diferenga estatistica entre os
tempos M1 e M2 e M1 e M3, conforme a figura 25.
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Figura 25: Avaliacéo laboratorial do HCO3 de ratos wistar machos (250-300g) submetidos

a sepse pela puncéo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o0 momento inicial.

Nota-se também que os valores obtidos para o tCO2 tambem obtiveram
diferenca estatistica entre os tempos M1 e M2, e M1 e M3 conforme a figura 26.
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Figura 26: Avaliacdo laboratorial do TCO2 de ratos wistar machos (250-300g) submetidos

a sepse pela puncédo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o momento inicial.

A avaliacdo da saturacéo de oxigénio ndo houve diferenca estatisticas nos
valores obtidos entre os tempos mensurados, o que € demonstrado na figura 27.
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Figura 27: Avaliacéo laboratorial da SatO2 de ratos wistar machos (250-300g) submetidos
a sepse pela puncéo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o0 momento inicial.

Os valores referentes a So6dio e Potassio ndo obtiveram diferenca
estatistica dentre os tempos de mensuragdo, conforme a figura 28.
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Figura 28: Avaliacdo laboratorial de Sédio e Potassio de ratos wistar machos (250-3009)
submetidos a sepse pela puncéo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o0 momento
inicial.

Os valores obtidos na mensuracdo do calcio ionizado, nota-se diferenca
estatistica entre os tempos M1 e M2, e M1 e M3, conforme demonstrado na
figura 29.
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Figura 29: Avaliac&o laboratorial de iCa de ratos wistar machos (250-300g) submetidos a

sepse pela puncéo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o momento inicial.

A glicemia variou durante o experiento e apresentou diferenca estatistica
entre os tempos M1 e M3, e M2 e M3, conforme a figura 30.
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Figura 30: Avaliacdo laboratorial da glicemia de ratos wistar machos (250-3009)

submetidos a sepse pela puncéo cecal, avaliados a cada hora, sendo M1 o0 momento
inicial.

Em relacdo a avaliacdo histolégica dos rins dos animais, o escore de
avaliacdo permaneceu entre 0 e 2 (de ausente a leve). Foi observada
degeneragédo hidropica no cortex renal dos animais em sepse (Figura 31),
guando comparado ao grupo controle (Figura 32), além de necrose leve, perda

proteica e sinal de regeneracéo renal.
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Figura 31 - Fotomicrografia (aumento 40X) de cértex renal de ratos wistar
machos (250-300g) normais. Coloracdo Hematoxilina-Eosina.
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Figura 32 - Fotomicrografia (aumento 40X) de cortex renal de ratos wistar machos (250-
300g) submetidos a sepse pela puncgao cecal.
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7. DISCUSSAO

Neste modelo de produgédo de sepse induzida por peritonite fecal
experimental optou-se pelo rato Wistar, devido a facilidade em induzi-la e
possivel comparacao entre os grupos de animais. O modelo de ligadura cecal
seguida de puncéo desse 6rgdo (LPC), para promocao de sepse, foi escolhido
devido a simplicidade para executar esse procedimento e por fornecer
contaminacéo de flora mista, assemelhando-se a condi¢fes clinicas humanas
em que pode ocorrer sepse, como diverticulite e apendicite perfurada. A
participacdo polimicrobiana na patogénese da peritonite generalizada é bem

reconhecida na literatura.

Scheiermann et al, 2011, mostraram que os modelos de indugéo de sepse
como a injecdo de componentes bacterianos (LPS) e a ligadura cecal seguida
de puncéo (LPC) induzem hipotensao arterial e acidose metabdlica, ambas as
quais sao caracteristicas-chave de sepse grave ou choque séptico,
respectivamente. LPS induz hipotensao arterial mais rapida do que LPC, o que
pode ser explicado pela alta quantidade de endotoxina, que induz vasoplegia
imediata. O processo de induzir hipotensao arterial leva mais tempo no LPC para
sepse, mas apresenta valores semelhantes apos 300 min. Em nosso estudo, o
tempo de avaliacdo da sepse nao ultrapassou os 120 minutos, todavia, N0Ss0s
estudos demonstraram queda nos valores de pressdo sistélica, diastolica e
arterial média corroborando com o quadro de hipotensao arterial. De acordo com
esses mesmos autores, em contraste com LPS, LPC est4 associado a uma

mortalidade consideravel, qgue também é frequentemente observada na sepse.

7

Jung, 2019 demonstrou que a sepse é um processo fisiopatoldgico
complexo e o0s possiveis mecanismos subjacentes incluem alteracbes da
microcirculacdo, diminuicdo da producdo de hemécias, anemia crénica pré-
existente, hemodiluicdo e aumento da destruicdo de hemacias devido a
alteracbes nas membranas de hemécias. No presente estudo ndo houve
alteracdo nos valores de hemoglobina e hematdcrito, por se tratar de um modelo

de sepse aguda, com o tempo experimental de 120 minutos.
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Dewitte, 2017, relatou que a formacdo de agregados plaquetarios /
leucocitarios no sangue depende da ativacdo plaquetaria e € um fenédmeno
precoce na progressao da sepse. Por exemplo, os complexos de plaquetas /
neutrofilos sdo elevados nas fases iniciais, embora sejam reduzidos na sepse
complicada, possivelmente refletindo sequestro periférico ou trombocitopenia
associada a sepse, e a administracdo de endotoxina em humanos leva a um
aumento dos agregados de plaquetas / neutrofilos circulantes que se segue uma

breve diminuicdo, nossos resultados corroboram com essa afirmativa.

A acidose metabolica pode reduzir a sobrevivéncia de sepse por uma
variedade de mecanismos. Em primeiro lugar, a acidose tem sido associada a
instabilidade hemodinamica, embora a associagdo nem sempre seja consistente
e 0S mecanismos sdo incertos. Pedoto e colaboradores, mostraram que a
acidose metabdlica pode aumentar a sintase do 6xido nitrico induzivel (iINOS),
podendo causar vasodilatacdo e choque. O aumento de 6éxido nitrico comprova
o que foi descrito por Vieira (2007) que afirmou que os niveis de 6xido nitrico
aumentam pela producdo de iINOS quando h& um envolvimento inflamatério
resultante de uma infeccao ou dano tecidual. Quando a presséao arterial invasiva
foi avaliada, foi observada hipotensao arterial. A literatura cita que o paciente em
choque séptico apresenta hipotenséo refrataria a reposicdo volémica. Além
disso, autores também afirmam que o 6xido nitrico promove vasodilatacédo, o que
acarreta queda na pressao arterial também. Adicionalmente a isso, a evolucéo
da frequéncia cardiaca ao longo do periodo experimental também corrobora com
tais informacdes; ou seja, nota-se um aumento significativo em M3, mostrando o
efeito compensatério. REGUEIRA et al. (2011) em uma revisao sistematica de
160 experimentos de estudos de sepse e leséo renal aguda encontraram que o
fator determinante principal da normalidade do fluxo renal na sepse é a

frequéncia cardiaca.

Segundo VELISSARIS et al. (2015), a acidose metabdlica pode ser o
resultado de um aumento primario no ion hidrogénio (H +) ou reducdo da
concentracdo de bicarbonato. Em estados agudos de acidose metabdlica, a
compensacao respiratéria por meio da hiperventilagdo resulta em reducéo
relativa da PaCO 2, engquanto nos estados crénicos o corpo humano desenvolve

compensacao renal por meio da reabsorgéo de HCO 3. A etiologia da acidose
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metabdlica € dividida em causas que resultam em hiato aniénico (AG) elevado e
causas que nao resultam. O bicarbonato € a principal forma de CO 2 no corpo
humano e pode ser estimado a partir do pH e da pCO 2 . A faixa normal de pH é
7,35-7,45 e o bicarbonato normal é 21-28 mEq / L. O pH sanguineo € reduzido
(acidose) quando a quantidade de CO 2 é elevada e aumenta (alcalose) quando
a quantidade de CO 2 é reduzida ou quando a quantidade de base, como o
bicarbonato, aumenta no sangue. O bicarbonato é secretado e absorvido
novamente (conservacao) pelos rins em resposta as mudancas de pH e é

comumente encontrado como bicarbonato de sédio (NaHCO 3).

Foi observado que a sepse promoveu aumento da concentracao
plasmética de creatinina. De forma semelhante a creatinina, os niveis elevados
de uréia plasmética também indicam que o0s animais apresentaram um
consideravel comprometimento da funcédo renal. Nos estudos feitos com o
modelo experimental da sepse, com aplicacdo de Escherichia coli
intraperitoneal, os ratos apresentaram aumento acentuado das dosagens de
ureia e creatinina cursando junto com as lesdes histopatoldgicas (edema,
hemorragia, congestdo e necrose), mas permaneceram sépticos por sete dias
(LIMA, 2011). Num outro estudo realizado com o mesmo modelo experimental
deste trabalho, PINTO et al. (2012) descreveram um aumento nao significativo
nos valores de ureia e creatinina plasmaticas. No referido trabalho, classificam
essa alteracdo como de menor risco, sem explicagdo para o fato. Em outro
estudo realizado em 2009, DOI et al. concluiram que animais se tornaram
clinicamente doentes 6 horas apds a cirurgia de puncao cecal, com danos renais;
mas, a creatinina sérica ndo apresentou aumento até 12 horas apés. Apesar
disso, reafirmaram ser um modelo que mais se aproxima as caracteristicas
clinicas da sepse. A lesdo endotelial na LRA induzida pela sepse favorece a
formacdo de moléculas de adesao intercelular (ICAM-1), moléculas de adeséo
(VCAM) e as selectinas P e E, que promovem a interacao leucocito-endotelial,
adesado plaquetaria e obstrucdo mecéanica da microvasculatura renal. A
disfuncdo endotelial induz a formacdo de citocinas pro-inflamatérias pelas
células tubulares que intensificam o processo inflamatério, propriciam a
apoptose principalmente das células da regido tubular e a lesdo oxidativa por
geragaode espécies reativas de oxigénio (EROs).
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Em relacdo ao numero de plaquetas, observou-se que houve diferenca
estatistica na avaliacdo no periodo e M3 em relagdo aos tempos ML1. Isto é
explicado por que a partir da sindrome da resposta inflamatéria sistémica e
evolucdo para a sepse ha uma infiltracdo de neutréfilos, aumento de
permeabilidade vascular e estimulacéo da liberacédo de fibrina com formacao de
trombos (KNOBL, 2002).

Como pode ser observado, houve uma estabilidade no padrdo de
leucécitos, ou seja, existe a grande possibilidade dos animais a partir dai,
iniciarem a leucopenia, determinando o inicio da sepse grave. Tais resultados
corroboram com relatos da literatura descrito por VANZANT et al. (2011) na
fisiopatologia da sepse. Araudjo Filho e colaboradores (2015) encontraram
aumento significativo de neutroéfilos e eosindfilos em ratos, 30 minutos apés LPC
com e sem pneumoperitonio. Resumidamente, na sepse ocorre a ativacao de
moléculas de adesdo no endotélio que resulta na integracdo leucocitos-
endotelial. Os leucécitos ativos aumentam a liberacdo de mediadores
inflamatorios e a geracao de EROs pelas células tubulares, que contribuem para
progressdo da lesdo e faléncia do o6rgéo, caracterizando o quadro de LRA
induzida por sepse. Esses mecanismos mais intimos de lesdo ndo foram
avaliados neste estudo, porém os resultados de peroxidacéo lipidica no grupo

Sepse pressupdem que essa desorganizacao celular e molecular fez presente.

Espera-se que lesdes estruturais do rim contribuam para a disfuncéo renal
da LRA séptica e que a necrose tubular aguda seja responsavel por essa
disfuncédo. Entretanto, estudos de lesdo renal aguda causado por sepse
experimental e estudos pos-mortem de sepse humana, demonstram que lesdes
como a necrose tubular aguda s&o incomuns. A esse respeito, estudos
compararam a histologia de tecido renal post mortem daqueles que morreram
com e sem sepse. Eles encontraram mais lesdes tubulares menores, infiltracao
de leucdcitos e apoptose nos rins sépticos. Estas alteracdes foram apenas
focais, a maioria dos néfrons pareceu normal, e os indices de disfunc¢ao renal

previram mal as alteracdes histologicas renais (BELLOMO et. al. , 2017).

Um estudo experimental controlado, conduzido por Maiden et al (2016),

de LRA séptica em ovinos monitorou simultaneamente a funcéo renal, o fluxo
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sangiineo renal, obteve biopsias renais sequenciais por 48 horas e fez avaliacéo
histoldgica sistematica. Com o desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda
séptica grave, o consumo de oxigénio renal e o fluxo sanguineo renal
permaneceu inalterado e a Unica anormalidade histologica foi a menor expansao

mesangial focal na microscopia eletronica.

Assim, concluiu-se que ha uma desconexao entre funcao e estrutura na
LRA séptica, e as mudancas precoces na funcdo renal com sepse parecem

representar primariamente uma doenca funcional em vez de estrutural.

8. CONCLUSAO

Apos realizacdo do presente trabalho, podemos concluir que a SEPSE
provocou uma acidose metabdlica e hipotenséo arterial resultando em uma
hipoperfuséo e disfuncéo renal confirmada pelo aumento dos niveis séricos de
ureia e creatinina, e degeneracao hidropica.
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