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Resumo

A sepse € uma disfungéo organica com risco de vida decorrente de uma resposta do
organismo frente a um processo infeccioso. Baseia-se na liberac@o de citocinas pro-
inflamatorias frente a existéncia de endotoxinas no organismo, que geram alteracées
sistémicas. O objetivo desse projeto foi determinar se h& alteracdes histoldgicas e
sorologicas sistémicas apds o processo de isquemia e reperfusdo (I/R) de aorta
infrarrenal compativeis com a sepse. Foram utilizados 25 ratos Wistar distribuidos
em 5 grupos: controle (SHAM), Reperfusdo unica (RU), Alopurinol e Reperfusao
Unica (ARU), Reperfusao repetida (RR) e Alopurinol e Reperfuséo repetida (ARR).
Cada grupo recebeu tratamento pré e pdés cirurgico conforme sua nomenclatura.
Como resultados obtivemos que o grupo RU apresentou maiores niveis sorologicos
e alteracdes histoldégicas que o grupo SHAM. Os grupos condicionados com RR
apresentaram reducéo dos parametros em relacdo ao grupo RU. O grupo ARU nao
apresentou alteracbes em relacdo aos controles. Concluimos que 0s animais que
passaram pelo processo I/R apresentaram processo séptico, que o condicionamento
com reperfuséo repetida foi protetor e o alopurinol ndo se mostrou efetivo.

Introducéo

A sepse é definida como uma disfuncdo organica com risco de vida decorrente
de uma resposta desregulada do organismo frente a uma infeccéo. Baseia-se no fato da
liberacdo exacerbada de citocinas pro-inflamatorias frente a existéncia e migracdo
vascular de patégenos e endotoxinas no organismo que, se ndo controlada pode evoluir
para Sindrome da Disfuncdo de Muiltiplos Orgdos (SDMO). Essa reacdo do organismo
pode ocasionar lesdo a diversos 6rgaos, como: dano isquémico tubular renal, edema
intersticial pulmonar e congestdo com isquemia hepética (AZEVEDO et al., 2018).

A isquemia tem papel fundamental em muitas situacdes clinicas perioperatorias,
porém traz diversos maleficios aos tecidos acometidos (KUMAR ET AL, 2010). A
reperfusdo, passo logico para lidar com qualquer situacdo de isquemia,
contraditoriamente, é a grande responsavel pelas principais lesdes nas células do 6rgéo
alvo e pode agravar o dano celular isquémico levando a complicacdes sistémicas como
disfuncdes renais, hepaticas e ocasionalmente, até ao cenario da SDMO (FERRO et al.,
2010; MIRANDA et al., 2004). O objetivo deste estudo foi relacionar os resultados
histol6gicos e soroldgicos sistémicos obtidos pelo processo de isquemia e reperfusédo
de aorta infrarrenal em ratos da raga Wistar com as alteragdes causadas pelo possivel
desenvolvimento de sepse.

Material e Métodos
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Propomos a utilizacdo de duas abordagens para evitar ou reduzir os efeitos
deletérios secundarios a I/R nos ratos submetidos a isquemia de membros inferiores
por clampeamento da aorta infrarrenal. Realizamos o pré-tratamento de um grupo de
animais com 100 mg/kg do antioxidante alopurinol (1 h antes da isquemia, ARU). Outro
grupo recebeu, imediatamente antes da reperfusdo final, trés ciclos de 2 minutos de
isquemia e reperfusdo, técnica conhecida como poés-condicionamento (reperfusao
repetida, RR). Um terceiro grupo recebeu uma combinacdo das 2 abordagens (ARR).
Como grupos controle tivemos animais submetidos a isquemia e reperfusdo Unica
(grupo controle positivo, RU) e animais submetidos ao procedimento cirdrgico, mas sem
a aplicacdo da isquemia (grupo SHAM). Apds 72 h os animais foram submetidos a
anestesia profunda, exsanguinados por puncdo na carétida e coleta do figado e dos
rins. Com o sangue foram realizados ensaios para mensuracdo de enzimas hepéticas,
creatinina e lactato.

O figado e os rins, foram armazenados em fixador ALFAC por 16 h e
submersos em etanol 70% até o inicio do processamento histolégico, de acordo com
técnica histolégica convencional.

Resultados e Discusséo

Nos resultados bioquimicos pudemos observar que em relacdo a dosagem de
creatinina obtivemos um aumento dos niveis no grupo RU comparado ao grupo SHAM,
e uma diminuicao significativa nos grupos que receberam os condicionamentos (RR e
ARR) comparados ao grupo RU (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de AST, ALT, creatinina e lactato.

Grupo TGO TGP Creatinina Lactato
SHAM 43+ 4,68 * 154,7 £ 29,02 * 0,52 £0,017 * 18 + 0,55*
RU 91+23,21 426,8 + 180,2 0,61+ 0,01 42 +1,82
ARU 43,8 + 7,06 * 148 + 31,05* 0,54 + 0,02 39,8 £4,28
RR 42,4 £ 1,99 * 150,8 £ 22,36 * 0,51 +0,014 * 22,4 +2,87*
ARR 446+0,81* 171,8+24,82* 0,50+ 0,03 * 21,8 + 3,45*

O sangue dos animais foi coletado 72 horas apés a realizagdo do procedimento cirdrgico. Média + o
erro padrdo da média, n =5 - 7. Anova de uma via e pés-teste de Tukey. *p<0,05 em relagédo ao
grupo reperfusédo Unica (RU).

O grupo RU apresentou um aumento dos niveis de creatinina, 0 que representa
uma alteracdo na funcéo renal. Por outro lado, os grupos ARU e RR e ARR niveis
séricos de creatinina préximos do fisiologico. A creatinina € um residuo metabdlico
filtrado livremente pelos glomérulos, sem que ocorra reabsorgao significativa e por isso
€ utilizada na mensuracao da funcao renal. Alteracfes renais devido ao quadro séptico
cursam com aumento dos niveis de creatinina, sugerindo lesdo renal inflamatéria e
reducao da perfuséo renal (TIETZ et al, 2006).

Em relacdo aos niveis de lactato observamos que o grupo ARU nédo apresentou
elevacdo dos niveis séricos de lactato acima do normal. Ja o grupo de RU apresentou
elevacdo até o valor limitrofe de 45 mg/dL, o que foi estatisticamente significativo em
relacdo ao SHAM. Os grupos ARR e RR apresentaram reducéo dos niveis de lactato
em relacdo ao RU (Tabela 1). O lactato é um residuo decorrente da deplecdo das
reservas celulares de ATP, sua producdo é aumentada frente a processos de estresse,
como infeccdes e isquemia e sua elevacdo corrobora para a caracterizacdo do
processo séptico e aponta para a evolu¢do de um choque com ameaca a vida.

A leséo hepética pode ser avaliada pelos niveis das enzimas hepéticas TGP e
TGO, que acima do normal, indicam algum nivel de dano hepético e sdo consideradas
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0s marcadores mais sensiveis da lesdo hepatica (GIANNINI et al., 2005). Segundo
Melo et al (2012) os niveis séricos de TGO e TGP para ratos considerados normais
séo, respectivamente, entre 83 a 184 U/L e 26 - 60 U/L. Em nosso estudo observamos
que o grupo SHAM apresentou niveis de TGO de 180 U/L e o grupo RU apresentou um
aumento significativo dos mesmos (600 U/L), enquanto que os grupos condicionados
também ficaram dentro da normalidade apresentando melhora em relagdo ao grupo
RU (Tabela 1). Em relacdo aos niveis de TGP observamos o mesmo ocorrido, em que
o grupo RU apresentou niveis de 120 U/L, significadamente maior que o SHAM (50
U/L) e os demais grupos que ficaram dentro da faixa fisiologica.

Em relacdo a histologia renal, o grupo SHAM apresentou histologia normal. Nos
animais do grupo RU pbde-se evidenciar alteracdes no apice das células tubulares e
necrose das mesmas. Além disso, 0 grupo RR obteve uma maior frequéncia de
necrose, ao passo que o grupo ARU apresentou uma reducéo significativa em relacao
ao mesmo. Levando-se em conta a alteracdo do 4pice das células tubulares percebe-
se que o grupo RU apresentou um aumento dessa alteragdo em relacdo ao grupo
SHAM, demonstrando que o processo de I/R causou danos ao tecido renal. O grupo
ARU apresentou uma reducdo significativa da alteracdo comparado ao RU. A
congestao glomerular encontrou-se presente nos grupos RR, ARU e ARR, onde os
grupos RR e ARR apresentaram resultado significativo em relagdo ao grupo RU.
Analisando a dilatacdo dos tubulos renais foi evidenciado que os grupos SHAM e RU
nao apresentaram tal alteracdo, ao passo que o0s grupos RR, ARU e ARR
apresentaram e todos foram significativos comparados ao grupo RU (tabela 2).

TABELA 2 - Medianas das altera¢cdes histolégicas renais em cada grupo.

GRUPOS SHAM RU ARU RR ARR
Alterac@es histoldgicas Mediana das alterag@es histoldgicas renais encontradas
Dilatacéo dos tabulos renais 0 0 1,5* 2,5* 2*
Alteracdo do apice das células tubulares 0 3# 1* 3 15
Congestao Glomerular 0 0 1 2* 1,5*
Necrose de células tubulares 1 3# 1* 3 15

ANOVA e Teste de Fisher. *p<0,05, comparado com o grupo Reperfusdo Unica; #p<0,05, comparado com
0 grupo SHAM. Mediana dos grupos que apresentam de 5 a 7 animais.

As alteracbes morfolégicas que predizem a necrose isquémica de células
tubulares renais comecam a aparecer apos 30 min de isquemia e mais de uma hora de
reperfusdo (KUMAR, 2010). Ainda assim, muitas vezes as células lesionadas
conseguem sobreviver, pois podem apresentar alteraces subletais, como degeneracéo
hidrotépica ou vacuolar com modificac6es discretas. Porém quando ocorre a reperfuséo
as lesdes sdo exacerbadas pelo aporte de oxigénio, formando as espécies reativas de
oxigénio (EROs), estd associada a intensa participacdo de neutréfilos, que ampliam a
resposta inflamatéria e, portanto, a lesdo renal (FEITOSA et al, 2005). Este fato é
confirmado por nosso modelo, uma vez que os animais do grupo RU obtiveram lesdes
com resultados estatisticamente significativos sobre os animais do grupo SHAM.

Segundo Suzuki et al (1993) as alteracOes patoldgicas que podem ser
encontradas em tecido hepatico ocasionadas por EROs, liberados em resposta a sepse
s&o: vacuolizacao, congestéo e necrose. Conforme a Tabela 3 podemos observar que
em relacéo a presenca de vacuolizacéo, o grupo RU apresentou valores maiores que 0
grupo SHAM, o que demonstra lesdo hepdtica indireta pelo processo de I/R de aorta
abdominal em ratos. E neste mesmo parametro os grupos RR e ARR apresentaram
menos vacuolizagéo que o grupo RU.
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TABELA 3 - Medianas das alteracdes histolégicas hepaticas por grupo.
GRUPOS SHAM RU ARU RR ARR
Alteracdes histologicas Mediana das alterac@es histoldgicas hepaticas encontradas
Vacuolizacao 1 3 1 2,5% 1*
Necrose celular 0 0 0 0 0
Congestao Glomerular 0 1# 1 1 1

ANOVA e Teste de Fisher. *p<0,05, comparado com o grupo Reperfusdo Unica; #p<0,05, comparado com
0 grupo SHAM. Cada linha apresenta a mediana dos grupos que apresentam de 5 a 7 animais.

O processo de congestdo ocorre pela vasodilatacdo dos vasos hepaticos e o
acumulo de hemécias frente a um processo de lesdo celular (DIDONE et al, 2002). No
nosso estudo, podemos observar que o grupo RU apresentou congestao significante
frente ao grupo SHAM, o que confirma que o0 nosso modelo induz alteragbes
importantes em oOrgdos distantes da isquemia, mas nenhuma das abordagens
empregadas reduziu estatisticamente a lesdo nesse parametro. Em relagdo a necrose
nao obtivemos resultados significativos, nem mesmo para o grupo SHAM e RU.

Conclusdes

Os animais que sofreram 0 processo de isquemia e reperfusédo de aorta
abdominal apresentaram lesdes hepaticas, renais e sistémicas que indicam a
presenca de processo séptico. Os grupos tratados com reperfusdo fracionada
apresentaram reducdo dos parametros avaliados quando comparados aos outros
grupos, o que demonstra um potencial protetor dessa abordagem. O pré-tratamento
com alopurinol ndo reduziu nenhum dos parametros analisados.
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