DESENVOLVIMENTO DE MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE
POR PERITONITE E ANALISE DE DANO OXIDATIVO HEPATICOE
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Introducéo

A sepse é definida como uma sindrome clinica constituida por uma resposta
inflamatoria sistémica associada a um foco infeccioso, podendo determinar disfuncdo ou
faléncia de maltiplos 6rgdos (GUYTON & HALL, 2011). Atualmente, cerca de 10 a 15% dos
leitos das unidades de terapia intensiva brasileiras sdo ocupados por pacientes com sepse,
totalizando 400 mil casos da doenca por ano, com taxa de mortalidade entre 10% e 64%. Em
numeros absolutos, o nimero de ébitos iguala o do infarto agudo do miocérdio e supera

aqueles causados por cancer de mama e AIDS (JUNCAL et al., 2011).

Em resposta a um agente infeccioso temos em nossa primeira linha de defesa 0s
monocitos e macréfagos que fagocitam os patdgenos aumentando o consumo de oxigénio e por
seguinte, a produgdo de radicais livres de oxigénio. Contudo, quando ocorre um desbalanco na
homeostasia e se instala um quadro de sepse, ha no organismo uma superproducédo de radicais
livres, os quais, por outra vez, ocasionam dano oxidativo principalmente através da
lipoperoxidagéo, lesando os tecidos (RITTER, 2003; PASTOR & SUTER, 1999).

No tecido renal o aumento de radicais livres ocasiona dano endotelial e disfuncéo
renal aguda, tornando o quadro de sepse ainda mais severo. Possivelmente, a geracdo de
espécies livres de oxigénio associada ao consumo da reserva antioxidante enddgena seja 0
principal mecanismo precipitador dessa complicacdo (PINTO et al., 2012). Outro tecido
acometido primariamente na sepse é o figado. No quadro séptico sdo aumentadas as
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concentracdes plasmaticas de proteinas hepaticas como proteina C reativa, antitripsina e

fibrinogénio indicando lesdo hepatica, além de hiperlactecidemia (VARY & KIMBALL,
1992). Neste tecido também foi verificado dano oxidativo com lipoperoxidagdo aumentada
em quadros sépticos experimentais (AVILA et al., 2010).

Tendo em vista o papel do dano oxidativo na lesdo tecidual e sua ocorréncia na
sepse, temos como objetivo elaborar um protocolo experimental de sepse para estudar o dano

oxidativo renal e hepatico.

Metodologia

Foram utilizados 16 camundongos da linhagem B6129SF2/J (B6) com 90 dias de
idade, pesando 29+1g provenientes do biotério da UNIJUI. Estes foram divididos em dois
grupos: controle (C) e sepse por peritonite (S). Os animais do grupo sepse receberam injecédo
de solucdo fecal 10% via intraperitoneal (i.p) e os animais do grupo controle, solucdo
fisiologica 0,9% em uma dose de 5uL/g (ANDY PETROIANU et al., 2004). Este protocolo
experimental foi desenvolvido em dois momentos: O 1° onde foram utilizados 8 animais
sendo 4 controle e 4 sepse, mortos 12 horas ap6s a administracdo da solucdo fecal ou

fisiologica. No outro momento, 8 animais foram mortos 24 horas apds receberem a injecéo.

Preparagdo da solucdo fecal 10%: Foi preparada uma solucdo a 10%, com fezes
frescas dos animais. Apos coleta das fezes, se fez um homogeneizado das mesmas em solugao
fisiologica 0,9% de modo a obtermos uma concentracdo fecal de 10% - ex: 10g de fezes em
100 ml de NaCl 0,9%. Em seguida este homogeneizado foi filtrado através de gaze, para que
fossem eliminadas as particulas maiores e em seguida centrifugado em centrifuga para
eppendorf a 1000 G por 3s.

Os animais foram mortos por decapitacdo com tesoura para coleta do rim e do
figado, que foram congelados com freeze clamp, resfriado em nitrogénio liquido, e

armazenados -20 °C para posterior analise.

A anélise do dano oxidativo foi realizada pelo método de TBARS — Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitdrio, por espectrofotometria a 535 nm (Buege e Aust, 1978). A
concentracdo de proteinas no rim e no figado foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Bradford, a 595nm (Bradford, 1976).



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

expressos em média £ desvio padrdo, para andlise 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 produziu aumento de dano oxidativo (nmol de MDA/mg de
proteina) nos tecidos renal (C=0,997+0,034 e S=0,995+0,083, P=0,991) (figura 1) e hepatico
(C=0,747+0,100 e S= 0,852+0,170, P=0,330)(figura 2), no periodo de 12 horas ap0s injecao
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Figura 1. Dano oxidativo renal em camundongos submetidos ao Figura 2. Dano oxidativo hepatico em camundongos
protocolo experimental de sepse por 12 horas, controle (C n=4) submetidos ao protocolo experimental de sepse por 12 horas,
esepse (S n=4). controle (C n=4) e sepse (S n=4).
O protocolo de sepse também ndo causou aumento de dano oxidativo (hnmol de
MDA/mg de proteina) nos tecidos renal (C= 0,501+0,150 e S= 0,594+0,094, P=0,3317)
(figura 3) e hepatico (C= 0,270+0,044 e S= 0,362+0,117, P=0,1916) (figura 4), no periodo de
24 horas ap6s a administracdo da solucao fecal.
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Figura 3. Dano oxidativo renal em camundongos submetidos ao Figura 4. Dano oxidativo hepatico em camundongos
protocolo experimental de sepse por 24 horas, controle (C n=4) submetidos ao protocolo experimental de sepse por 24 horas,

esepse (S n=4). controle (C n=4) e sepse (S n=4).



No que se refere ao dano oxidativo e sepse ja € bem conhecido que o dano oxidativo

indica lesdo tecidual e disfuncéo organica, atingindo tecidos como renal e hepatico (PINTO et
al., 2012). Os resultados preliminares do nosso estudo indicam que ndo ocorreu aumento de
dano oxidativo nos tecidos analisados, nas condi¢Ges experimentais aplicadas. Como foram
analisados tecidos com alto risco de injaria no quadro séptico (BORGES, 1996) e como 0s
mesmos nao apresentaram dano oxidativo, suspeita-se que 0s animais ndo desenvolveram o
quadro de sepse no periodo de até 24 horas ou que a concentracdo de material fecal foi
insuficiente para produzir uma resposta inflamatoria sistémica, visto que o dano oxidativo esta
fortemente relacionado com a patologia (PRAUCHNER, PRESTES ADE E DA ROCHA,
2011).

Concluséao

O protocolo experimental de sepse por peritonite com solucdo fecal 10% néo foi
capaz de produzir aumento no dano oxidativo renal e hepatico nos periodos de 12 e 24 horas
apo6s a administracdo da solucdo. A partir deste trabalho temos como perspectiva testar o
protocolo por periodos de 36 e 48 horas. Em seguida, verificar a resposta dos animais a doses

maiores da solucéo fecal com 20%, 30% e 50% para a inducdo da sepse.
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