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Introducéo

A sepse é classificada entre as primeiras causas de mortalidade em unidades de terapia
intensiva. Sua incidéncia tem aumentado devido ao melhor suporte de vida para pacientes de alto
risco, a utilizacdo cada vez maior de procedimentos invasivos e 0 numero crescente de individuos
imunocomprometidos (ROBBINS & COTRAN, 2012).

A patogenia da sepse é uma combinacdo de lesdo microbiana direta e ativacdo, de
respostas inflamatdrias do hospedeiro (ROBBINS & COTRAN, 2012). Segundo os dados
brasileiros referentes aos anos de 2005 a 2013, apresentados no Relatério Nacional do Instituto
Latino Americano de Sepse de 2013, os casos de sepse no Brasil sdo de 16,7% nas unidades de
terapia intensiva e mundialmente sdo de 11,5%. Destes, evoluem para 6bito cerca de 57,1% no
Brasil e 42,8% no mundo.

Em resposta a agentes infecciosos temos uma primeira resposta inflamatoria ou resposta
inata, onde os mondcitos e os macréfagos fagocitam os patdgenos aumentando o consumo de
oxigénio. Consequentemente, ocorre aumento na producdo de radicais livres de oxigénio por
estas células que ocasionam dano oxidativo, podendo ser observado principalmente mediante a
lipoperoxidag&o tecidual, que no caso da sepse, leva a disfuncdo dos mesmos (Ritter, 2003).

A sepse também causa alteracGes celulares e dano tecidual devido a hipdxia. No cérebro
o0 tecido nervoso acometido leva o paciente a ter alteracdes do nivel de consciéncia, variando
desde um estado confusional leve até estupor e coma (BORGES, 1996). Esta alteracdo no tecido
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cerebral também pode ser ocasionada pelo dano oxidativo que acomete este tecido logo no

principio da sepse, como pode ser verificado em alguns estudos com animais (STECKERT AV et
al, 2013; SCHWALM MT et al, 2013). Este dano oxidativo cerebral deve-se ao fato deste 6rgdo
possuir maior taxa de consumo de O, por grama de tecido e dispor de poucas defesas
antioxidantes, 0 que o torna mais suscetivel durante a sepse (Lacombe., et al 2009).

Tendo em vista o papel do dano oxidativo na lesdo tecidual, progressdo e agravo da
sepse, este trabalho tem por objetivo desenvolver um protocolo experimental de sepse para

observar o dano oxidativo cerebral.

Metodologia

Foram utilizados 8 camundongos da linhagem B6129SF2/J (B6) com aproximadamente
90 dias de idade, pesando 29+1g provenientes do biotério da UNIJUI. Estes foram divididos em
dois grupos com 4 animais cada: grupo Controle experimental de sepse por peritonite (grupo
Sepse). Os animais deste grupo receberam injecdo de solucdo fecal 10% via intraperitoneal (i.p)
e 0s do grupo controle, solucgdo fisiologica 0,9% em uma dose de 5uL/g (ANDY PETROIANU et
al., 2004).

Preparou-se uma solucdo a 10%, com as fezes frescas dos animais. Apos coletada as
fezes, se fez um homogeneizado das mesmas em solucéo fisiologica 0,9% para que se tivesse
uma concentracao fecal de 10% - ex: 10g de fezes em 100 ml de NaCl 0,9%. Em seguida foi
filtrado este homogeneizado através de gaze, para que fossem eliminadas as particulas maiores e
em seguida centrifugada em centrifuga para eppendorf a 1000 G por 3s.

Os animais foram mortos por decapitagdo com tesoura 24 horas apés injecdo salina ou
fecal 10%, coletado o cérebro, estes foram congelados com freeze clamp, resfriados com
nitrogénio liquido e armazenados em freezer para posterior analise de dano oxidativo.

A andlise do dano oxidativo lipidico foi realizada pelo método de TBARS — Substéancias
Reativas ao Acido Tiobarbiturio, por espectrofotometria & 535 nm. Os tecidos homogeneizados
foram precipitados com 10% de &cido tricloroacético (TCA), centrifugados e incubados com
acido tiobarbitdrico (TBA) por 15 minutos a 100°C (Buege e Aust, 1978). A concentracdao de
proteinas no cérebro foi determinada pelo método espectrofotométrico de Bradford, a 595nm
(Bradford, 1976).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schwalm%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23990375

Analise estatistica: Utilizou-se o programa GraphPad 3.0. Os resultados foram expressos

em media + desvio padrdo. Para a analise dos resultados foi utilizado teste T de Student
considerando nivel de significancia estatistica de 5% (p<0,05).
Resultados e discussao

O protocolo de sepse ndo causou aumento do dano oxidativo (hmol de MDA/mg de
proteina) cerebral (C= 0,759+0,129 e S= 0,840+0,223, P=0,565) 24 horas ap0s a administracdo
da solucgéo fecal (figura 1).
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Figura 1. Dano oxidativo no cérebro em camundongos submetidos ao protocolo experimental de sepse por 24

horas, controle (C n=4) e sepse (S n=4).

Neste estudo, nossos resultados preliminares indicaram que ndo ocorreu diferenca no
dano oxidativo nos tecidos dos animais C e S. Como foi analisado um tecido de grande
vascularizagdo, com alto consumo de oxigénio, 0 mesmo seria lesado em caso de uma sindrome
inflamatdria sistémica, portanto, presume-se que 0s animais em estudo ainda ndo estavam (em 24
horas) em um quadro de sepse, visto que o estresse oxidativo e a sindrome inflamatéria sistémica
estdo relacionados com a patologia (PRAUCHNER, PRESTES ADE E DA ROCHA, 2011).
Embora tenha sido administrada uma solucéao fecal & 10% nos camundongos, acreditamos que 0
tempo pos-inducdo possa ser insuficiente para desencadear dano oxidativo.

Conclusao
O protocolo experimental de sepse por peritonite com solucdo fecal & 10%, ndo foi capaz
de desenvolver o quadro de dano oxidativo cerebral presente em quadros de septicemia, com

exposicéo de 24 horas.



Referindo-se a sepse e o dano oxidativo, estudos apontam que este ocasionam dano

tecidual e disfuncdo organica, atingindo tecidos como o cérebro. Nossos resultados preliminares
demonstram que ndo houve aumento de dano oxidativo cerebral, embora 0 mesmo tenha alto
risco de injaria no quadro séptico (BORGES, 1996). Suspeita-se que 0s animais ndo
desenvolveram o quadro de sepse no periodo de 24 horas ou que a concentracdo de material fecal
tenha sido insuficiente para desencadear uma resposta inflamatéria sistémica, visto que o dano
oxidativo esta fortemente ligado a patologia (PRAUCHNER, PRESTES ADE E DA ROCHA,
2011).

Nossas perspectivas sdo de desenvolver trabalhos com tempo de exposicao de 36 e 48
horas com solucdes fecais mais concentradas, visando a padronizacdo de um protocolo para

indugéo de sepse nos animais.
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