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RESUMO

Introdugdo: a sepse esta associada a hipovolemia e redugdo da perfusao
tecidual, e estas se nd&o controladas, aumentam a morbimortalidade desta
doenca. Muitos estudos tém sido realizados, com a finalidade de avaliar o impacto
da reposicdo volémica precoce em restaurar a estabilidade hemodinamica na
sepse. Objetivo: avaliar o comportamento do TNF, do hemograma, das
proteinas plasmaticas totais e do fluxo sanguineo tecidual hepatico e renal na
sepse abdominal causado por ligadura e puncao cecal em ratos tratada com
solugdo de cloreto de sdédio 0,9% ou solucdo de ringer lactato. Método:
utilizaram-se 50 ratos Wistars, machos, adultos entre 100 e 120 dias de vida,
divididos em quatro grupos: grupo 1: Ligadura e pungao cecal (LPC) [n=12],
grupo 2: LPC + solucao salina de cloreto de sodio 0,9% [n=16], grupo 3: LPC +
solugdo de ringer lactato [n=14] e grupo 4: Laparotomia [n=8]. A sepse foi
induzida através da LPC e a reposicdo volémica, nos grupos determinados,
realizada apdés a LPC. Apds seis horas de observacdo foi aferido o fluxo
sanguineo no figado e no rim utilizando-se um fluxémetro a laser. Amostras de
sangue foram coletadas para dosagem laboratorial do hemograma, proteinas
totais e TNF-a. Resultados: na avaliagdo do fluxo hepatico os grupos
apresentaram comportamento semelhante. Ja o fluxo sanguineo renal foi maior
no grupo 4, grupo controle, em relagcdo aos demais grupos. Na avaliagédo do
hemograma nao houve diferenga significativa na hemoglobina, hematdcrito,
segmentados e linfocitos entre os grupos. No entanto o grupo 1 com LPC sem
tratamento apresentou a menor contagem de leucécitos com diferenca
significativa em relacado ao grupo 4. As proteinas totais foram menores nos grupos
2 e 3. Quanto ao TNF-a, a média geral foi de 61,08 pg/dL variando de 26,24 pg/dL
no grupo 4 até 77,67 pg/dL no grupo 3. Conclusées: o aumento no TNF na LPC
€ inversamente proporcional ao numero de leucécitos. Os leucdcitos diminuem de
forma significativa na LPC ndo tratada com reposi¢gao volémica com solugao
cristaldide isotbnica. A reposicdo volémica ocasiona diminuicdo das proteinas
plasmaticas totais por diluicdo. Nao ha alteracdo do fluxo sanguineo hepatico 6
horas apds sepse abdominal causada por LPC, mesmo apds reposicado volémica.
Na sepse abdominal, 6 horas apds LPC, ocorre queda significativa do fluxo
sanguineo rena, sendo que, o fluxo sanguineo renal tem aumento significativo
com a reposic¢ao volémica com solucao salina de cloreto de sédio 0,9%.

Descritores: Sepse. Fluxo sanguineo renal. Citocinas. Modelos animais.
Peritonite. Fluxometria por laser Doppler
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ABSTRACT

Introduction: sepsis is associated to hypovolemia and reduced tissue perfusion,
and if these are not controlled they increase the morbidity and mortality of this
disease. Many studies have been conducted to evaluate the impact of early
volemic replacement in restoring hemodynamic stability in sepsis. Aim: to
evaluate the hepatic and renal tissue blood flow, the behavior of pro-inflammatory
and hematological markers in sepsis treated with 0.9% sodium chloride solutions
or Ringer’s lactate. Method: fifty male adult Wistar rats were used, ranging in age
from 100 to 120 days, divided into four groups 1: cecal ligation and punction (CLP)
(n=12), group 2: CLP + 0.9% sodium chloride saline solution (n=16), group 3: CLP
+ Ringer’s lactate solution (n=14) and Group 4: Laparotomy (n=8). Sepsis was
induced through CLP and volemic replacement, in the determined groups, carried
out after the CLP. After six hours of observation, the blood flow in the liver and
kidney was checked, using a laser flowmeter. Blood samples were collected for
laboratory analysis of the hemogram, total proteins and TNF-a. Results: the
evaluation of the hepatic blood flow showed similar results for all the groups. The
renal blood flow was highest in Group 4, the control group, in comparison with the
other groups. There was no significant difference in hemoglobin, hematocrit,
segmented neutrophils and lymphocytes. Group 1 had the highest leukocyte
count, which was significantly different from that of Group 4. The total proteins
were lower in Groups 2 and 3. As for the TNF-a, the general average was 61.08
pg/dL, ranging from 26.24 pg/dL in group 4 to 77.67 pg/dL in Group 3.
Conclusion: after CLP there is a significant drop in kidney blood flow, and this
increases significantly after volemic replacement with 0.9% sodium chloride saline
solution. Increased TNF in the CLP is inversely proportional to the number of
leukocytes, and the leukocytes are significantly reduced in the untreated CLP.

Key words: Sepsis. Kidney blood flow. Cytokines. Animal models. Peritonitis.
Laser Doppler flowmetry.
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1 INTRODUGAO

Por quase um século, a sepse tem sido entendida como resposta do
hospedeiro a infecgcao e, apesar de muitas subclassificagbes realizadas ao
longo dos anos, houve pequena modificagdo nesta definicdo. Originalmente,
acreditava-se que a sepse estava relacionada a presenga de bactérias no
sangue e os termos sepse e septicemia eram frequentemente usados como
sinbnimos. A idéia de que a sepse era causada por uma reagao exagerada
do paciente aos micro-organismos invasores foi parcialmente baseada na
observagao de que, em muitas ocasides, nao havia evidéncia clinica de
infeccdo em pacientes com sintomas sépticos’.

No Brasil, mais de 19% dos pacientes em unidades de terapia
intensiva (UTI) apresentam sepse. A mortalidade global no curso dos
pacientes sépticos chega a 46%, podendo atingir indices superiores a 65%
nos casos de choque seéptico. Estes pacientes também apresentam tempo de
internagdo mais prolongado?, envolvendo gastos elevados e crescentes no
seu manejoe aumento substancial na mortalidade de pessoas idosas®.

A sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SRIS) tem como
caracteristica, desencadear o processo inflamatério em sitios distantes do
processo inicial, independente da causa*®. Ela pode ser um processo auto-
limitado* ou, na presenca de infeccéo, progredir para sepse’, sepse severa,
choque séptico e, nos casos mais severos, pode culminar com a sindrome de
disfuncéo de multiplos érgdos (SDMO)*. A SRIS é mediada pela produgao de
citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) ou,
simplesmente fator de necrose tumoral (TNF)”.

As manifestagdes clinicas da SRIS sdo as mesmas descritas para
sepse’. Ambas ocorrem por estimulo excessivo de mediadores pro-
inflamatérios ou da reacdo a resposta inflamatoria sistémica inflamatoéria a
uma variedade de estimulos infecciosos e nao infecciosos®. A sepse pode ser
causada por organismos gram positivos, gram negativos, virus e fungos que

se proliferam no sitio da infeccdo e invadem a ou liberam substancias na



corrente sanguinea que estimulam a liberagdo dos mediadores enddégenos da
sepse. Esses mediadores tém influéncia no coragédo, rins, pulméo, figado,
sistema nervoso central, sistema vascular e coagulacgéo®.

Na fase inicial da sepse ocorre hipovolemia com freqtiéncia, em virtude
da vasodilatagéo arterial e venosa e pela passagem de liquido para o espago
extravascular’®. Nestes casos ha choque distributivo, ou seja, a ma
distribuicao do fluxo sanguineo aos tecidos®.

A reposicao volémica adequada nessa fase inicial acarreta um quadro
hiperdinamico, com diminuicdo da resisténcia vascular sistémica, débito
cardiaco normal ou elevado e taquicardia. E necessaria para garantir a
adequada perfusao tecidual e a manutengao da funcao dos diferentes orgaos
e sistemas'®.

A reposicao volémica pode ser realizada com solugdes cristaléides:
solugdes fisioldgicas hipertdnicas; isotdnicas e de glicose, e com coldides:
amido; gelatina; dextran e albumina. Considerando seu baixo custo e efeitos
colaterais menos expressivos, as solugdes cristaldides, podem ser utilizadas
como primeira escolha para pacientes graves. As mais comumente utilizadas
para a reposi¢ao volémica sédo as solugdes fisioldgicas 0,9% e de Ringer com
lactato™".

Alteracdes hemodinamicas, a desordem que se estende sobre a
microcirculagdo e alteragdes celulares, se nao revertidas levam ao
desequilibrio entre o fluxo sanguineo e as necessidades metabdlicas e estao
envolvidas no desenvolvimento da disfungdo de multiplos 6rgaos (DMO) e
morte'®. Do ponto de vista histopatoldgico, mesmo em casos fatais de sepse
e choque séptico, os achados incluem areas focais de necrose e apoptose *.

O debate sobre os beneficios e os maleficios da resposta do
hospedeiro a infecgdo, persiste até hoje. A idéia de sepse como uma
resposta pro-inflamatéria descontrolada ganhou suporte com a identificacao
de citocinas pré-inflamatérias na década de 1980™. As citocinas pro-
inflamatédrias, entre elas o TNF-a, desempenham papéis importantes no
desenvolvimento de SIRS e da sepse, interferindo no prognostico, na
evolugao e na intensidade do dano tecidual®.

O TNF-a (caquexina) € um polipeptidio derivado de macrofagos a

partir da clivagem da proteina de membrana com peso molecular de 17 quilo-



Daltons (kD) pela enzima TNF convertase. E considerado um mediador pro-
inflamatério por estimular a elaboracdo e a liberagdao de outras citocinas,
além de estimular a resposta hepatica na fase aguda. Quando infundido em
animais saudaveis, causa alteracdes hemodinamicas, dano organico
semelhante ao encontrado em animais com sepse por organismos gram
negativos. Produzido em grande quantidade por macrofagos ativados por
endotoxina, tem sido associado como mediador no efeito letal da endotoxina
15.

As concentragées TNF-a podem estar aumentadas em sepse clinica e
experimental, tanto em infec¢gdes por organismos gram negativos, como por
gram positivos, independente de cultura documentando infecgdo'. Um
modelo de peritonite experimental em coelhos mostrou producéo de TNF-a
minutos apos a injecao de lipopolissacarideos, com pico de concentragao no
plasma entre 90 e 120 minutos'’. O pico plasmatico do TNF-a ndo esta
relacionado com o curso clinico ou a severidade do choque™.

Os niveis de TNF-a diminuem apds o estimulo inicial. A persisténcia de
niveis elevados de TNF-a em pacientes gravemente doentes esta associada
a mortalidade e esta relacionada a: severidade do choque inicial, duragdo da
faléncia organica, sindrome de disfuncdo de multiplos érgaos, pré-existéncia
de faléncia hepatica, presenca de sepse de etiologia desconhecida. Além
disso, sugere outros fatores como intensidade da resposta, inibicdo dos
mondcitos e captacdo das citocinas pela periferia™®.

Ha muito, a comunidade cientifica investiga sobre o tratamento da
sepse e formas de melhorar sua evolugado. A presente pesquisa foi realizada
com o proposito de avaliar parte do componente inflamatério e o fluxo

sanguineo em resposta a reposigao volémica na sepse.
1.1 OBJETIVO

Avaliar o comportamento do TNF, do hemograma, das proteinas
plasmaticas totais e do fluxo sanguineo tecidual hepatico e renal na sepse
abdominal causado por ligadura e pungdo cecal em ratos tratada com

solugao de cloreto de sédio 0,9% ou solugao de ringer lactato.



2 LITERATURA

2.1 HISTORICO

Na Grécia antiga, Hipocrates usava o termo Pepse para designar o
processo de fermentagao do vinho e de digestdo da comida e o termo Sepse,
para descrever casos de putrefagdo, sugerindo cheiro ruim. Esses termos
representavam a quebra do equilibrio biolégico e poderiam ocorrer no
organismo, sendo que pepse indicava boa saude, enquanto sepse estava
relacionada a doenca e morte™®.

Aristoteles, e mais tarde os romanos, acreditavam que sepse resultava
da produgao de germes que emitiam odor podre. A teoria da geragao
espontanea, na qual pequenas criaturas originavam-se espontaneamente do
solo, de plantas e de outros animais, persistiu por séculos e originou a
criagdo de medidas na saude publica romana para eliminacdo destes
germes’'®.

Em meados do século XVII, Francesco Redi realizou um experimento
que abalou a teoria da geracao espontanea. Este experimento era simples e
facil de reproduzir: carne era colocada numa jarra coberta por gaze; atraidas
pelo odor da carne, as moscas punham ovos sobre a gaze e, destes,
emergiam larvas. Com isso, Redi provou que as larvas ndo se originavam
espontaneamente da carne putrida®>. Com o tempo, sepse perdeu a
conotacdo de podriddo e tornou-se uma condi¢gdo clinica resultante de
infecgdo, originando o conceito moderno de sepse apud Davaine, 18897,

Em 1892, Osler ja definia sepse, as condi¢des associadas e a
dificuldade no manejo. Escreveu que a consequéncia da sepse era
dependente da dose do veneno e da probabilidade do foco de infecgédo ser
eliminado. Osler considerou que a inibicdo do eixo pro-inflamatério deve
desfazer o equilibrio do efeito imunossupressor do eixo anti-inflamatério e

deve causar danos ao hospedeiro?.



2.2 EPIDEMIOLOGIA

A sepse permanece como capital causa de morbimortalidade em
pacientes operados e vitimas de trauma, principalmente pela faléncia de
multiplos 6rgaos. Acomete 751.000 pessoas anualmente, sendo que destas,
215.000 morrem por ano, nos Estados Unidos, contribuindo para um custo
anual de 16,7 bilhdes de ddlares®.

Estudos epidemiolégicos mostram que a incidéncia de sepse na
populacdo mundial estd aumentando em média, entre 1,5% e 8% ao ano,
apesar do desenvolvimento técnico das UTls e da melhora no tratamento de
suporte’. E mais frequente em homens e negros. Entre os micro-organismos
causadores de sepse, houve um aumento desta causada por fungos e desde
1987 as bactérias gram positivas se tornaram 0 micro-organismo
predominante?.

indices elevados de mortalidade estdo associados a fatores do
hospedeiro, como o0 aumento do uso de terapia citotdxica e
imunossupressora, idade da populagao, aumento da frequéncia de infecgdes
por patdogenos antibidtico-resistentes, doengas crénicas e uso de terapia

invasiva para diagnostico, tratamento e monitorizagéo®.

2.3 CONCEITOS

Em 1991, foi realizada a Conferéncia de Consenso, promovida pelo
American College of Chest Physicians (ACCP) em associagdo com a Society
of Critical Care Medicine (SCCM), onde foi introduzido o termo SRIS e
definidos os conceitos de sepse, sepse severa, choque séptico e sindrome
de disfuncdo de multiplos orgaos®.

O termo “Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica” (SRIS) foi
proposto para descrever a reacdo inflamatoria desencadeada pelo
organismo, frente a qualquer agressao infecciosa ou nao infecciosa”’.

“Infeccdo” € um fendmeno microbiano, caracterizado por resposta
inflamatéria a presenca de micro-organismos ou a invasdo dos tecidos
normalmente estéreis”.

“Bacteremia” é a presencga de bactérias viaveis no sangue”.



‘Sepse” é a resposta inflamatdria sistémica do organismo frente ao
estimulo infeccioso e inclui a presenga de dois ou mais dos seguintes
critérios clinicos: temperatura corporal > 38°C ou < 36°C; frequéncia cardiaca
> 90 batimentos/minuto; taquipnéia, frequéncia respiratéria > 20
movimentos/minuto ou hiperventilagdo, pCO2 < 32 mmHg; alteracédo na
contagem de células brancas sendo maior que 12.000 células/mm?® ou menor
que 4.000 células/mm?® ou presenca de mais que 10% de neutrdfilos
imaturos®.

“Sepse grave” significa sepse associada a disfuncdo organica,
hipotensao ou hipoperfusédo. Perfusdo anormal inclui acidose latica, oliguria
ou alteragdo aguda do estado mental. “Hipotensao induzida por sepse” é a
presenga de pressao arterial sistolica < 90 mmHg ou a redugao de 40 mmHg
ou mais, da pressao arterial sistdlica de base, na presenga de hipotensao de
causa infecciosa®.

“Choque séptico” é caracterizado por sepse com hipotensao arterial
persistente, mesmo apos reposi¢cao volémica adequada, associado a reducao
da perfusao, acidose latica, oliguria e alteracdo do estado mental. Pacientes
recebendo drogas inotropicas ou vasopressoras podem estar normotensos e
com perfusdo diminuida, o que ndo exclui este estado®.

“Sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgaos e sistemas” se refere a
presencga de fungao organica alterada, em pacientes gravemente doentes, na

qual a homeostase ndo pode ser mantida sem intervengao®®*.

Infecgao
oculta é a causa mais importante desta sindrome. Esta pode se desenvolver
de duas formas: como resultado direto do dano ao organismo ou como
consequéncia da resposta do hospedeiro ao dano inicial, desencadeando
ativagdo da resposta inflamatéria®.

Em 2001, foi realizada Conferéncia de revisdo, em que ficou
estabelecido que os critérios diagndsticos de SRIS sdo muito sensiveis e
inespecificos, embora seu conceito permaneca util. Além disso, foi
desenvolvido um sistema de estadiamento de sepse denominado PIRO
(Predisposing conditions, Infeccion, Response and Organ dysfunction, para
caracterizar melhor a sindrome com base nos fatores predisponentes,
comorbidades associadas, natureza da infecgao, caracteristicas da resposta

do hospedeiro e extensdo da faléncia organica®.



2.4 FISIOPATOLOGIA

Sepse ocorre quando uma infeccao localizada precipita uma reagao
que desencadeia sintomas sistémicos, como febre ou hipotermia, taquicardia,
taquipnéia, e leucocitose ou leucopenia. A reacao inflamatoéria € mediada por
cito- cinas, incluindo o fator de necrose tumoral-a, interleucinas e
prostaglandinas, dos neutréfilos e macrofagos. As citocinas ativam a cascata
da coagulagdo extrinsica e inibem a fibrindlise. Essa superposi¢ao de
processos resulta em trombose microvascular, que € um fator potencial em
produzir disfungéo organica. A ativagdo do sistema de coagulagdo causa o
consumo de anticoagulantes endégenos, como a proteina C e a antitrombina,
isso € um fator importante no desenvolvimento da coagulagao microvascular.
Os mediadores inflamatérios e anti-inflamatoérios tém uma fungéo importante
na sepse e o excesso deles resulta em mau progndstico para o paciente?.

A resposta ao trauma pode ser dividida em fases de reanimacgao e de
restabelecimento. As alteracbes metabdlicas na fase de reanimagao, sao
bem entendidas como um arco reflexo do sistema nervoso periférico e do
sistema imune por meio das citocinas como efetores aferentes, o sistema
nervoso central como coordenador e os hormdnios contra-regulatérios como
efetores eferentes. Esses efetores, junto com as alteragdes na oxigenacao
dos tecidos, a producéo de radicais livres, a produgado de citocinas e outros
mediadores, desencadeiam as profundas mudancgas que ocorrem na fase de
restabelecimento. As citocinas produzidas pelo trauma sao capazes de
estimular atividade neuro-enddcrina, producdo de proteina de fase aguda,
anorexia, febre e catabolismo protéico. Esses efeitos sdo mediados pelo
hipotalamo 2°.

A heterogeneidade dos pacientes portadores de sepse dificulta os
estudos clinicos®!, fazendo com que as teorias de que a morte por sepse
ocorre pelo hiperestimulo do sistema imune, sejam baseadas em estudos
experimentais?’.

A evolucdo da sepse € caracterizada por um estado de
imunodepressao. Neste estado, ocorre perda de linfécitos B, linfécitos T, CD4
e células dendriticas, além da diminuicdo na producdo de anticorpos, na

ativacdo dos macréfagos e na apresentagdo de antigenos® %°.



2.5 PERFUSAO

O oxigénio é captado na atmosfera, difunde-se do espaco alveolar
para o sangue capilar, onde é transportado ligado a hemoglobina e uma
pequena parte dissolvido no plasma. Entdo, o débito cardiaco é distribuido na
circulagcdo sistémica e posteriormente, distribuido na microcirculacao.
Finalmente, o oxigénio é liberado da hemoglobina e se difunde do espaco
intravascular para o espacgo intracelular, onde é utilizado para as fungdes
vitais a nivel celular. Na sepse existe alteracdo na oferta de oxigénio aos
tecidos™.

Sepse € um processo fisiopatoldgico, associado a anormalidades na
utilizacdo do oxigénio pelos tecidos e que leva a uma lesao tissular com
faléncia de multiplos o6rgaos. Ela altera a capacidade do hospedeiro de
controlar a microcirculagédo, mesmo no parénquima de 6rgéos distantes do
sitio de infecgao®’.

Lam et al., em 2004, desenvolveram um modelo de sepse normotensa
para avaliar a habilidade da microcirculagcdo em regular o fluxo regional de
hemacias®'. Encontrou reducdo da densidade de hemacias nos capilares
perfundidos, aumento da heterogeneidade da forma dos capilares
perfundidos com hemacias, aumento na proporgcao da largura dos capilares
perfundidos com hemacias, aumento da velocidade média das hemacias nos
capilares e redugcao do pico funcional da resposta hiperémica. Também
encontrou aumento na obstru¢ao de capilares, que pode ser explicado por
uma série de mecanismos potenciais: lesdo da célula endotelial capilar e
edema resultando na reducdo do didametro capilar, reducdo da fluidez das
hemacias resultante do aumento da viscosidade sanguinea, aumento da
migracdo dos leucdcitos para os capilares e aumento da adesividade dos
leucécitos nas vénulas pos-capilares. A reducdo total de capilares é
provavelmente, pelo aumento no numero de capilares nao perfundidos, o que
contribui para um menor aproveitamento de oxigénio nos tecidos sendo
responsavel pela hipoxia microrregional e lesdo celular encontrada na
faléncia de multiplos érgéos.

A sepse é considerada a causa mais comum de choque vasoplégico. A

importancia clinica deste tipo de choque, esta no fato dele ser o final comum



do choque severo de qualquer origem. Caracteriza-se por hipotensao, devido
a vasodilatacdo periférica pela falha de contracdo da musculatura lisa,
impedindo a adequada perfusao tecidual e sendo pobre a resposta a terapia
com drogas vasopressoras. A pouca responsividade ocorre por ativagdo dos
canais de potassio adenosina trifosfato (ATP) sensiveis, por um aumento na
producao de 6xido nitrico, o qual associado a acidose metabdlica, impede a
entrada celular de noradrenalina e angiotensina-Il, mantendo a vasodilatacao
e hipotensao, apesar da alta concentragao plasmatica destes horménios. Na
fase inicial da sepse, observa-se aumento acentuado da vasopressina, que
mantém a pressao arterial mediante a retengéo hidrica nos tubulos coletores
renais. Este aumento, porém, ndo € mantido nas fases subsequentes 2

A microcirculagdo € acometida precocemente na sepse sofrendo os
efeitos da hipoperfusdo e da acdo de micro-organismos. A diminuicao do
fluxo sanguineo capilar leva a diminuicdo da passagem de eritrécitos e
neutrofilos por diminuicdo da pressao de perfusdo. Esse defeito ocorre, em
parte, por diminuicdo da deformabilidade das células vermelhas e brancas,
constricdo arteriolar, circulacdo de fragmentos obstrutivos e shunts na
microcirculagdo. Outros fatores sdo: a aderéncia de células epiteliais as
paredes dos vasos, aumentando a resisténcia ao fluxo; o aumento da
permeabilidade capilar e a auséncia de controle neuro-humoral dos
segmentos dos pequenos vasos da circulagdo. Durante a sepse e o choque
séptico, as células endoteliais regulam o ténus vascular, controlam o fluxo
sanguineo local, influenciam a distribuicdo de liquidos e proteinas
plasmaticas nos tecidos e modulam a ativagdo e a distribuicdo das células
brancas aos tecidos®. Em razéo da estase vascular capilar prolongada, do
fluxo deficiente e dos fatores liberados pelas células lesadas, a
microcirculagdo se torna um meio propicio para a proliferacdo bacteriana,
sustentada por hipoxemia, acidose e toxemia. Estes eventos contribuem para
a perda da integridade celular normal e a morte do hospedeiro®>.

Na sepse ocorre trombose microvascular, e esta, provavelmente, é
uma resposta adaptativa que previne a propagacgao bacteriana dos tecidos
para a circulagao sistémica, através dos capilares. Enquanto isso, os

leucécitos removem as bactérias e reparam o dano tecidual. Contudo,
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quando este processo se torna extenso, leva a isquemia tecidual,
contribuindo para a faléncia de multiplos érgéos e a morte.

Na analise histolégica, o pulméo, rim e figado sdo os 6rgdos mais
frequentemente acometidos® e apesar da alteracdo na perfusdo e
oxigenagao tecidual levar a morte celular por apoptose e/ou necrose,
estudos em autopsia demonstram discordancia entre os achados histolégicos
e o grau de disfungdo organica em pacientes que morreram por sepse. A
quantidade de células renais, hepaticas e pulmonares mortas, ndo tém

relacdo direta com a disfuncéo organica™.
2.6 FLUXO SANGUINEO

Quando uma radiagao é refletida por superficies em movimento, ela
sofre uma alteracdo em frequéncia proporcional a velocidade do alvo. Estas
alteragcdoes de freqléncia, observadas em ondas acusticas por Christian
Johann Doppler, em 1842, foram denominadas efeito Doppler. Baseada
nestes principios, foi desenvolvida a fluxometria laser Doppler, que permite
medir de forma nao invasiva, variacdes de parametros hemodindmicos da
microcirculagdo®®.

A vantagem da fluxometria a laser é a de obter informag¢des muito mais
precisas sobre a perfusdo, do que aquelas obtidas através de microscopia®,
monitorizando o efeito do exercicio, de drogas, de tratamentos e de
manipulacdes no ambiente fisico, tendo como alvo o leito vascular. A
monitorizagdo € transoperatodria, feita continuamente na superficie do 6rgao
com um probe de agulha®.

O fluxo sanguineo local no figado e no rim, pode ser avaliado por meio do
sistema de fluxometria a laser Doppler, baseado nos valores do efeito da luz
de baixa poténcia (2 milliwatts) de um laser de diodo em estado sélido,
operando com luz monocromatica, com comprimento de onda 780 nm,
acoplado a uma fibra optica que entrega a radiacédo laser, a regido a ser
estudada. A geometria da sonda fornece a medida do volume de 0,7 a 1 mm?®
de tecido. A radiacdo emitida pelo fluxdmetro, ao atingir tecidos biolégicos é
espalhada pelas estruturas estaticas e mdveis, a radiagdo espalhada pelas

células sanguineas em movimento, majoritariamente pelas hemacias, sofre
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um desvio em frequéncia de acordo com os principios do efeito Doppler. Uma
parcela da radiacdo espelhada é captada por outra fibra dptica proxima a
emissora, que conduz a radiagao retro-espelhada a um fotodiodo que
converte a radiacdo em sinais elétricos. O sinal elétrico, denominado sinal
Doppler, € processado para a extragdo de informacdes sobre o fluxo
sanguineo.

Hiltebrand et al., em um estudo com animais de experimentagao
sépticos, avaliando a dindmica do fluxo sanguineo local no figado e no rim,
observaram diminuicdo de 49% e 44% respectivamente, do fluxo
sanguineo®. Apds reposicdo volémica o fluxo sanguineo no rim voltou aos
valores de base, enquanto o fluxo sanguineo no figado ficou 34% abaixo dos

valores de base.
2.7 MANIFESTAQOES PULMONARES

Alteragcdes pulmonares, apos o0 choque e sepse, s&do descritas
clinicamente como choque pulmonar ou sindrome da angustia respiratoria no
adulto e podem cursar com hipoxemia®. Estas alteracdes na sepse estdo
associadas a alteragao do endotélio pulmonar, pela ativagdo da cascata
inflamatoria. Ha acumulo de liquido rico em proteinas no intersticio pulmonar,
acarretando progressivo desequilibrio entre a ventilagdo e a perfusao
pulmonar, shunt intrapulmonar, hipoxemia refrataria, diminuicdo da
complacéncia e necessidade de ventilagdo mecanica“.

O choque pulmonar pode ser precipitado pelo aumento do TNF-a na
circulacdo sistémica. E caracterizado por aumento da permeabilidade
vascular, sequestro de neutréfilos pulmonares, diminuicdo do ATP tecidual
pulmonar e quebra das células alveolares endoteliais>*'.

A reposicao volémica diminui a hipoxia e permite que parte do volume
va para o intersticio, diminuindo a capacidade do pulm&o de expelir bactérias,
causando faléncia e choque pulmonar. Grande infusdo de volume leva ao
aumento transitorio de liquido no pulmédo, causando alteragdo da fungao
respiratoria e necessidade de terapia ventilatoria com maior frequéncia. O
edema pulmonar diminui a condicdo do pulmdo de suportar o insulto

bacteriano. A infeccdo produz alteracdo na fungcdo pulmonar, demonstrada
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pelo edema, comprovado por aumento do peso pulmonar, hipoxia, diminuicao
da complacéncia e destruicdo hemorragica do tecido pulmonar®?.

Tracey et al., em um estudo experimental ao analisar a necropsia de
ratos submetidos a caquexina, constataram inflamacdo e hemorragia na
andlise histopatolégica pulmonar, evidenciando acentuada marginagao
neutrofilica, pneumonite e trombose arterial com migracédo de neutrdfilos,
caracteristicas do dano pulmonar’®.

O pulmdo no exame anatomopatolégico pds-sepse, apresenta
congestdo, edema intersticial e intra-alveolar, inflamacado e depdsito de
fibrina. A parede alveolar torna-se revestida por membranas hialinas que
consiste em um edema fluido, rico em fibrina, misturado com lipidios e
citoplasma, remanescentes de células epiteliais necréticas®®. Na analise
histologica de pulmdo de ratos sépticos, Law, em 2000, encontrou na
membrana alveolar com espessura normal, muitos leucdcitos, incluindo
neutrofilos e macrofagos intravascular pulmonar, aderidos ao endotélio
vascular com poucas células vermelhas remanescentes. Estes achados séo
consistentes com ativacao sistémica de leucdécitos, com sequestro de locais
distantes da infeccdo. Os leucdcitos ativados e aderidos impedem a remocao

de hemacias™*.
2.8 MANlFESTAQOES RENAIS

A sepse e o choque séptico sao fatores de risco importantes para o
desenvolvimento da faléncia renal aguda, cuja patogénese €& pouco
compreendida e grande parte do conhecimento provém de estudos com
animais®®. Na sepse, ocorre ativagdo de mecanismos compensatorios
vasoconstritores e vasodilatadores no rim e o seu equilibrio determina a
hemodinamica renal frequentemente com hipoperfusao*>

Mesmo com a condigdo hemodindmica sistémica relativamente
normal, as endotoxinas podem causar a constricio das arteriolas renais e
deste modo, reduzir a perfuséo e funcdo rena®®. Contudo, mesmo quando o
fluxo sanguineo renal € adequado, a redistribuicdo do fluxo favorece a regido
justa-medular com prejuizo para o fluxo cortical®. Este fator, associado a

produtos toxicos liberados por interacdo neutrofilos-endotélios, dano
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endotelial, alteragcdo da perfusdo e trombose microvascular, contribui para
disfungdo renal**°,

A acidose metabdlica causa diminuicdo do fluxo sanguineo renal e da
velocidade de filtragao glomerular‘”. E, os ratos quando submetidos a infusao
de TNF-a, apresentam necrose tubular aguda™.

No rim, as alteragbes encontradas na avaliagdo anatomopatoldgica
durante a sepse, sao referidas como necrose tubular aguda e se
caracterizam por necrose epitelial tubular em multiplos pontos ao longo do
néfron, com grandes areas nao afetadas de permeio, frequentemente
acompanhada por ruptura de membranas basais e oclusdo de lumens
glomerulares por cilindros. Outros achados sao o edema intersticial e

acumulos de leucdcitos em vasos retos dilatados*.

2.9 MANIFESTACOES HEPATICAS

Na sepse, o figado tem uma grande importdncia na defesa do
hospedeiro, devido ao fato de seu suprimento sanguineo ser responsavel por
25% do débito cardiaco. Além disso, a heterogeneidade celular do figado,
composta por hepatdcitos, células de Kupffer e células sinusoidais epiteliais,
estd envolvida na resposta imune, anti-infecciosa e metabdlica do
organismo®®.

As células de Kupffer produzem cerca de 70% dos macréfagos do
organismo, sendo a primeira defesa contra bacteremia portal e endotoxemia.
Sao responsaveis por eliminagdo de bactérias, inativacdo de produtos
bacterianos, producdo de mediadores inflamatérios, como o TNF-a e
remoc&o dos mesmos*®.

Os hepatdcitos, mediante os receptores de citocinas pro-inflamatérias,
modificam sua via metabdlica por gluconeogénese, captagdo de
aminoacidos, aumento da sintese de fatores de coagulagdo e complemento,
assim como, inibicdo de protease™.

Em adicdo, neutréfilos ativados recrutados produzem enzimas
destrutivas e radicais derivados do oxigénio, que aumentam o dano hepatico.
Isto causa disturbios na microcirculacdo, depédsitos de fibrina, dano ao

hepatdcito, aumento de bactéria, endotoxemia e faléncia de multiplos érgaos.



14

Alteragbes graves na funcdo hepatica, frequentemente sdo observadas no
choque e na hipoperfusao hepatica®.

A reducdo da perfusdo € um dos eventos mais importantes na
disfuncdo hepatica na sepse. Embora a mensuracao do fluxo hepatoportal
seja difici em humanos, ha muitos relatos experimentais em animais.
Quando o débito cardiaco fica comprometido, cai também o fluxo hepatico,
seja pela reducao de fluxo de artéria hepatica diretamente, seja pela reducao
de fluxo portal secundaria a vasoconstricdo da artéria mesentérica,
observada no choque séptico®. Normalmente, a endotoxemia causa reducéo
grave do fluxo sanguineo no figado, sendo acompanhado de hipdxia
hepatica, intumescimento endotelial, sequestro de leucdcitos e liberagao de

citocinas®®.
210 MANlFESTAQOES HEMATOLOGICAS

Além da leucocitose com desvio a esquerda, ou da leucopenia, ha
outras manifestacdes hematoldgicas possiveis na sepse *°.

As sequelas de sepse incluem a anemia, que presumidamente resulta
da diminuicdo do tempo de sobrevida das hemacias®', da hemodiluigdo e da
contracao esplénica durante o dano séptico que também pode contribuir para
alteragdes nos niveis de hemoglobina®.

Na sepse ocorre diminuicdo da capacidade de alteragdao na forma do
eritrocito, com a ocorréncia de alteragcdes hemodinamicas pelo aumento da
resisténcia ao fluxo sanguineo, principalmente na microcirculagao,
contribuindo para alteracdo na perfusdo. A¢des mediadas pelo organismo
séptico ou por leucdcitos, devem ser responsaveis por estas alteragées®. Em
um estudo experimental, Baskurt et al., encontraram leucopenia e aumento
do hematédcrito e da hemoglobina em todos os grupos, provavelmente por
hemoconcentracéo®.

Ebong et al., na analise sanguinea de ratos submetidos a um modelo
animal de sepse nédo letal, induzida por ligadura e puncédo cecal (LPC),
constataram diminuicdo de hemoglobina, hematdcrito, plaquetas, linfocitos
(5,1 £ 0,4 x 10%, mondcitos e neutrdfilos (2,3 + 0,2 x 10%) . O TNF-a

plasmatico foi baixo (< 70 pg/mL), ou seja, esteve presente em baixas
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concentragbes (29 £ 9 pg/mL). Relataram que o pico do TNF-a deve ter
ocorrido antes da mensuracdo®.

Outro estudo experimental em ratos pés LPC, mostrou leucocitose,
aumento do nimero de neutréfilos, diminuigdo de linfocitos e eosindfilos®. A
trombocitopenia é frequente na sepse e pode ocorrer por um consumo
periférico aumentado, por producido diminuida pela medula éssea ou por
sequestro esplénico. A ativacdo plaquetaria pode estimular a cascata da
coagulacdo e inflamatéria®®. A coagulacdo intravascular disseminada,
complicacdo frequente da sepse, pode ocorrer e € caracterizada pela
ativacao da coagulacéo intravascular, culminando com a formagao de fibrina
intravascular e depdsito na microcirculagdo com isquemia e trombose do

orgao®®.

2.11 PROTEINAS PLASMATICAS

As proteinas sdo compostos essenciais de todas as células vivas,
estdo relacionadas a fungodes fisioldgicas e desempenham papel importante
na estrutura celular. Sao polimeros de alto peso molecular, cujas unidades
basicas, os aminoacidos, estdo ligadas entre si por ligagbes peptidicas.
Dentre suas fungdes fisioldgicas, destacam-se: catalise enzimatica,
transporte, capacidade de contragdo ou movimento, suporte e estrutura,
imunoprotecao e defesa, coagulagao sanguinea, reguladores do crescimento
e diferenciagdo celular’’. As proteinas plasmaticas podem ser separadas por
eletroforese em duas fragdes principais, sendo uma a fragao de albumina e a
outra constituida pelas globulinas. A concentragdo total de proteinas no
plasma é de aproximadamente 6,0 a 8,0 g/dL. A relagdo normalmente
encontrada entre a albumina e a globulina é de 2:1%".

As proteinas plasmaticas sdo ainda classificadas como proteinas de
fase aguda, uma vez que embora presentes naturalmente no sangue,
apresentam sua sintese alterada pelas células parenquimais no figado em
resposta a uma variedade de estresses como: inflamagdes, infeccéo
bacteriana, radiacdes, toxinas, isquemia, choque térmico, entre outros,

independente do fator desencadeante®”.
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Em pacientes com infeccdo ou dano severo é realizada a reposicao
volémica que leva ao aumento do volume plasmatico, explicando
parcialmente a hipoalbuminemia que ocorre nesses casos. A
hipoalbuminemia € uma sindrome multifatorial resultante de mudancas em:
volume plasmatico, fluxo de plasma, distribuicdo de proteinas no organismo,
catabolismo e sintese. Durante a fase aguda da sepse, a hipoproteinemia
pode ser explicada pelo fluxo de proteina para o espago extravascular, onde
€ metabolizada. Na fase tardia da sepse, a albumina esta preferencialmente
localizada no espago extravascular e € perdida pelo organismo por meio do

balanco negativo entre sintese e catabolismo®®.
212 TNF-a

O fator de necrose tumoral € uma citocina produzida em varias
circunstancias frequentes durante a infeccao, sendo um importante mediador
nos processos fisioldgicos. Somente em meados da década de 80, ficou claro
que a toxicidade do lipopolissacarideo é dependente de um fator endégeno
produzido pelo hospedeiro®®, responsavel por alteragdes fisioldgicas e
mortalidade associada a sepsis'®.

Aggarwal et al., foram os primeiros a isolar o TNF-a a partir de células
humanas da linhagem HL-60.

O TNF-a é o principal mediador da resposta inflamatéria aguda por
bactérias gram negativas e outros organismos infecciosos. Sua principal fonte
celular sdo os fagdcitos mononucleares, embora possa ser sintetizado por
células T antigeno estimuladas, células matadoras naturais (NK) e
mastécitos. O estimulo mais importante para despertar a producéo de TNF-a
pelos macréfagos sé&o os LPS®'. Por sua vez, a produgao e a agdo do TNF-a
sao influenciadas por outras citocinas®.

Inicialmente chamado caquexina, por acreditar-se que era o elemento
responsavel pelo estado caquético, caracteristico das infecgdes cronicas,
descobriu-se que esta e o TNF-a eram o mesmo elemento. O fator de
necrose tumoral esta intimamente envolvido na patogénese da sindrome de

disfungéo de multiplos 6rgédos, associada ao choque séptico®.
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Tracey et al., ao administrarem TNF-a em ratos, em quantidades
semelhantes a produgdo enddgena em resposta a endotoxina, causaram
hipotensao, hiperglicemia, hipercalemia, acidose metabdlica e morte’. Foram
os primeiros a relatar a sindrome de disfungdo de multiplos 6érgéos associada
a administracao intravenosa de TNF-a.

Em 1985, um estudo que realizou a imunizacdo passiva de ratos
contra caquexina, tornou - os resistentes ao efeito letal de endotoxina, como
hipotensao, taquicardia e taquipnéia®. Deste modo, parece que a caquexina
nao é capaz de causar alteragdes na homeostase feita pela endotoxina, mas
€ um elemento essencial para permitir uma série de eventos sucessivos que
levam a esta alteragao?.

O TNF-a circulante, um homotrimero de 51 kD, é sintetizado a partir da
clivagem de uma proteina nao glicosilada de membrana tipo Il, por uma
metaloproteina de um fragmento de 17 kD®'.

Principais efeitos do TNF-a na resposta do hospedeiro:

a) estimula o recrutamento de neutréfilos e mondcitos para os sitios de

infecgao®;

b) aumenta a adesividade endotelial aos leucécitos®’;

c) estimula a secregcdo de quimiocinas pelas células endoteliais e

macréfagos®’;

d) estimula a producdo de interleucina-1 (IL-1) pelos fagocitos

mononucleares®";

e) induz a apoptose celular®’.

Produzido em grande quantidade, nas infecgbes severas provoca
anormalidades clinicas e patoldgicas sistémicas mediante:

a) acdo de pirégeno endégeno®’;

b) aumento da sintese de proteinas séricas pelos hepatdcitos®";

c) alteragbes metabodlicas da caquexia: supressdo do apetite e da
lipase lipoproteica®’;

d) inibigdo da contratilidade miocardica®’;

e) inibicdo do tonus dos musculos lisos vasculares, resultando em
queda da presséo sanguinea e choque®";

f) trombose vascular®';
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g) queda da concentracdo de glicose plasmatica®’.

A concentracgao sérica de TNF-a pode ser preditiva do progndstico das
infeccdes gram negativas graves®'. Ja a sindrome do choque séptico
caracterizada por colapso vascular, coagulagao intravascular disseminada e
disturbios metabdlicos é devida a producdo do TNF-a e outras citocinas ',
Mediadores inflamatérios como o TNF-a, sdo importantes no controle da
infeccao, pois o inicio rapido da resposta inflamatéria esta associado a baixa
carga bacteriana e prediz a evolugao da sepse severa. O pico de TNF-a -
tecidual ocorre 6h apés LPC, declinando préximo aos valores de base em
24h. A liberagao inicial e transitoria de TNF-a € importante por se acreditar
que pode desencadear uma série de eventos relacionados a mortalidade do

hospedeiro ’.
213 REPOSICAO VOLEMICA

Os mediadores inflamatérios na sepse desencadeiam vasodilatacao.
Inicialmente, esse efeito ndo € clinicamente aparente, pois a elevagao da
frequéncia cardiaca e do débito cardiaco compensam esta agao e mantém a
pressdo sanguinea normal. Com o progresso da sepse, a habilidade do
organismo exercer esta compensacao é excedida e a hipotensao se torna
aparente, necessitando que seja realizada a reposicdo volémica®*.

O consenso de que grandes perdas de sangue devam ser repostas
com liquido exégeno vem de séculos atras. Logo apos a descricdo da
circulagéo sanguinea por William Harvey’s (1628), iniciaram-se tentativas de
transfusdo sanguinea sem sucesso por causa da incompatibilidade
sanguinea. Isso resultou em uma alternativa efetiva: a producéo de solucéo
salina, em 1875. Com a descoberta dos tipos sanguineos entre 1900 e 1902
e o fator Rh, em 1939, a transfusdo sanguinea se tornou aceita e segura.
Com o passar de algumas décadas, o risco de transmissdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e da hepatite permitiu a volta da procura por
substitutos ao sangue. Para o sucesso da reposicdo volémica, esta deve
estar associada a prevencdo da perda de sangue, a restricdo do dano

tecidual e ao manejo adequado das causas de choque séptico®*.
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O fluido adequado para reanimacdo deve combinar caracteristicas
como a expansao de volume e a manutengdo da capacidade sanguinea em
carrear oxigénio, sem necessidade de prova cruzada ou risco de transmissao
de doencas. Deve, ainda, restaurar e manter a composicao e a distribui¢cao
de liquido nos compartimentos corporais®.

Até o momento, a escolha mais adequada para reanimacao,
permanece sendo as solugdes cristaldides isotbnicas (solugdo de cloreto de
sédio 0,9% e solucado de ringer lactato), pelas seguintes razdes: efetividade,
disponibilidade, baixa morbidade e baixo custo®. Em condigées ideais, 25%
do liquido infundido permanece no espaco intravascular e o restante se
distribui pelo espago extravascular®. O aumento do débito cardiaco e a oferta
de oxigénio sdo proporcionais a expansao do compartimento intravascular?,

Perdas de até 15% a 30% da volemia permitem reposic¢ao isolada com
solugdo cristaldide. indices superiores exigem associacdo com transfuséo
sanguinea para manter a demanda de oxigénio dos tecidos. A quantidade de
volume necessaria para a reanimagao é aproximadamente trés vezes a perda
de sangue estimada. Adota-se tradicionalmente, que a restauracdo da
perfusdo e a distribuicdo do oxigénio sdo importantes para melhorar o
resultado do tratamento® .

Pacientes com sepse, frequentemente sdo submetidos a infusdo de
grande volume de solugdo cristaldide isotbnica e coldide. Assim, as
alteracbes hemodinamicas, caracteristica na sepse em humanos, sao
baseadas em pacientes ditos sem tratamento, mas coletadas durante ou
apo6s reposicao volémica e frequentemente, apods outras intervencgdes
importantes?’.

O Colégio Americano de Cirurgides recomenda o uso de solugdes
eletroliticas aquecidas na reanimacéo inicial do choque. Esse tipo de liquido
promove a expansao intravascular transitéria e contribui para a estabilizacao
do volume vascular mediante a reposi¢cao das perdas que ocorreram para o
intersticio e para o compartimento intracelular. A solu¢do de ringer lactato € a
escolha inicial para a reanimacao volémica e a solucdo salina isotbnica é a
segunda escolha®.

Um estudo de ressuscitagdo na sepse realizado por Rivers e

colaboradores, enfatizou a administragcao agressiva e precoce de cristaldides.
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Pacientes com sepse severa ou choque séptico foram randomizados para 6h
de terapia padrao, orientada pela pressao venosa central (PVC) [=2 8 a 12
mmHg] e pela pressao arterial média (PAM) [= 65 mmHg] ou a 6h de terapia
objetiva precoce, também orientada pela saturagdo venosa de oxigénio
(SatVOy) [=2 70%]. Aos pacientes submetidos a terapia objetiva precoce foi
administrado mais liquido nas primeiras 6h (4,981 + 2,984 mL versus 3,499 +
2,438 mL), assim como, mais dobutamina e transfusao de papa de hemacias.
O tratamento padrdo foi claramente inferior, causando acidose latica
persistente, maior alteragdo orgénica e maior mortalidade hospitalar (46,5%
versus 30,5%). A ressuscitacao inicial transformou a circulagao hipodinamica
e hipovolémica restabelecendo a oferta e a demanda de oxigénio sistémico,
melhorando a perfuséo tecidual e a sobrevida nestes pacientes®.

A infusdo de solucdo salina de cloreto de sddio aumenta o fluxo
sanguineo renal e apesar deste, ha aumento da creatinina e oliguria,
sugerindo diminuicdo da velocidade de filtragcdo glomerular. O rapido
desenvolvimento da disfungao organica sugere que a isquemia global ndo é
responsavel pela faléncia renal aguda de origem séptica’.

A acidose dilucional € resultado da rapida expansao do volume
extracelular, resultando na diminuicdo do bicarbonato sérico. O mecanismo
responsavel pela acidose, apds a infusao de grandes volumes de solugao de
cloreto de sédio 0,9%, € atribuido a diluicdo do bicarbonato sérico (HCO3)
mediante a reposicdo do plasma perdido com solugbes sem HCOj;. A
concentracao do cloreto sérico € de aproximadamente 98 a 108 mEg/L. No
organismo, os ions CI” e HCO7, inicialmente mantém o equilibrio
reciprocamente. O resultado da infusdo macica de solugédo salina de cloreto
de sédio 0,9% é a acidose metabolica hiperclorémica®. A acidose metabdlica
grave piora o desempenho cardiaco, diminuindo a resposta inotropica as
catecolaminas, reduz a perfusdo renal e associado a hipotermia e
coagulopatia piora o prognostico o,

Apoés a indugéo de hipervolemia aguda em voluntarios saudaveis, por
30 minutos, infundindo 15 mL/kg de hetastarch em solugédo de cloreto de
sédio 0,9% (Clconcentragdo, 154 mEq/L) ou albumina 5% (média de
concentragéo de CI', 93 mEqg/L), encontrou-se hipercloremia e diminuigao do

excesso de base depois de 210 minutos com hetastarch em solugao salina,
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mas nao com albumina. Os autores do experimento concluiram que o cloreto
€ o fator mais importante na alteracdo do equilibrio acido-basico, apos
administracdo de solucdo de cloreto de sédio 0,9%°. O ringer lactato e a
solucéo salina de cloreto de sodio 0,9% sdo comumente usadas. No ringer
lactato, a baixa concentracdo de Na* e a osmolaridade semelhante ao plasma
aumentam o risco de edema cerebral pela passagem de liquido através da
barreira hemato-encefalica, sugerindo uso criterioso em pacientes
neurocirurgicos. Ja a solugéo salina de cloreto de sédio 0,9%, tem pequena
hipertonicidade em virtude do Na® que contém, oferecendo pequena
vantagem em n3o exacerbar edema cerebral®.

Williams et al., infundiram durante uma hora em 18 voluntarios
humanos saudaveis, 50 mL/kg/h de ringer lactato em uma ocasiao e cloreto
de sddio 0,9% em outra. Com o uso de ringer lactato a osmolaridade diminuiu
de 4 para 3 mosm/L no final desta hora e retornou aos valores de base apés
a suspensdo. Nao houve alteragdo no grupo que usou solucdo salina de
cloreto de sédio 0,9%. Também foi observado que o uso de solugao salina de
cloreto de sddio 0,9%, resultou numa reducgéao significativa do pH no final da
primeira hora e permaneceu baixo apdés 1h da suspensdo da infusdo. O
intervalo de tempo até a primeira diurese, também foi maior com solucao
salina de cloreto de sédio 0,9%.

E interessante observar que a maioria dos voluntarios que fez uso de
solucdo salina de cloreto de sédio 0,9%, neste experimento, desenvolveu
sonoléncia e diminuicdo da capacidade em responder perguntas simples, o
que ndo ocorreu com 0s que receberam a infusdo de solugdo de ringer
lactato. A concentrac&o de glicose nao alterou em relagao as duas infusodes,
nem em relacédo ao tempo. Concluiu-se que a escolha da reposi¢céo de liquido
adequada depende em parte da concentracdo sérica de Na*. E prudente
monitorizar a concentracdo de sodio sérico e a osmolaridade. Em muitos
casos, parece apropriada a ressuscitagdo com a solugao de ringer lactato,
portanto, o uso rotineiro de solucdo salina de cloreto de sddio 0,9% deve ser
desencorajado®.

A solucéo salina de cloreto de sodio 0,9%, contém 154 mM de sédio e
154 mM de cloreto e solugéo de ringer lactato contém 130 mM de sédio, 5,4

mM de potassio, 1,8 mM de calcio, 112 mM de cloreto e 27 mM de lactato’.
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Healey et al., compararam solugcédo salina de cloreto de sédio 0,9% com
solugao de ringer lactato em dois modelos experimentais: um de hemorragia
moderada e outro de hemorragia macica, seguidos de ressuscitagdo’". O uso
de solugdo salina de cloreto de sodio 0,9% e ringer lactato, resultou em
efeitos fisioldgicos equivalentes no grupo com hemorragia moderada e todos
os ratos sobreviveram, esse resultado foi consistente com estudos prévios’2.
O grupo submetido a hemorragia macica e ressuscitado com solugao de
cloreto de sodio 0,9%, associado a papa de hemacias, apresentou-se mais
acidético que o ressuscitado com o mesmo volume de solugdo de ringer
lactato + papa de hemacias (pH 7,14 + 0,06 versus 7,39 %= 0,04
respectivamente) e teve uma pior sobrevida (50% versus 100%
respectivamente) "2.

Um estudo com dois grupos randomizados de 12 pacientes
submetidas a cirurgia ginecoldgica com normovolemia mantida, submetidas a
infusdo de solugao salina de cloreto de sodio 0,9% ou solugao de ringer
lactato na dosagem de 30 mL/kg/h, mostrou que a infusdo de solugao salina
de cloreto de sédio 0,9%, mas nao de solugao de ringer lactato, resulta em
acidose metabdlica hiperclorémica. O pH médio cai de 7,41 para 7,28 € o
cloreto médio aumenta de 104 para 115 mEqg/L. Também houve maior
tendéncia a perda sanguinea no grupo com solugao salina de cloreto de
sédio 0,9% e menor produgéo de urina apos 20 minutos (717 mL + 459 mL
comparado a 1075 mL + 799 mL)".

A infusdo de grande quantidade de soluc&o salina de cloreto de sodio
0,9%, pode alterar o equilibrio acido-base e associado a fatores como
hipercarbia, hipoperfusao, hipdxia celular e produgao de acido latico, muitas
vezes presentes no individuo traumatizado, contribui para o desenvolvimento
da acidose metabdlica’™.

Por décadas, ha controvérsias quanto ao beneficio do uso de coldides
ou cristaldides para reanimacgédo volémica em pacientes hipovolémicos. A
reanimacdo com coldides, quando comparada a com cristaldides, esta
associada a um aumento de 4% no risco absoluto de mortalidade. Nos
pacientes avaliados que precisaram de reanimacido volémica, ndo houve
evidéncias de diferenca nos diversos tipos de dano: trauma, queimadura,

sepse, vasculopatia e cirurgia. Os coldides nédo estdo associados a melhora
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na sobrevida e s3o mais caros que os cristaldides™. Outro autor teve
resultados inconclusivos ao comparar ressuscitagdo com coldides versus
cristaldides’ .

Um estudo baseado em modelo experimental concluiu que o uso de
solucédo de ringer lactato e hetastarch, mas nao o de plasma, exacerba a
apoptose celular na perfusdo de tecidos isquémicos’®.

A reposicao volémica em estudo experimental, com solugéo de ringer
lactato 32 mL/kg por 30 minutos ou solugéo salina hipertdnica 7,5% 4 mL/kg,
mostrou que a sepse causou reducao no fluxo sanguineo portal e renal de
45% e 25% respectivamente. Tanto a solugdo de ringer lactato, como a
solugao salina hiperténica 7,5%, demonstraram beneficios hemodinamicos®2.

A sepse pode induzir edema de células vermelhas e endoteliais, o que
reduz a luz capilar e aumenta a viscosidade e a resisténcia hidrostatica,
causando um comprometimento precoce do fluxo sanguineo na
microcirculagdo. Grande volume de cristaldides é necessario durante a
reanimacao em pacientes sépticos, nas primeiras 24h (cerca de 6 a 10 litros)
6

A reposicao volémica em caes sépticos, com solugéo salina de cloreto
de sodio 0,9% 32 mlL/kg por 30 minutos, mostrou aumento acentuado e
transitorio do débito cardiaco e do fluxo sanguineo na veia porta, assim
como, pequeno aumento na oferta de oxigénio sistémico e da saturacao
venosa de oxigénio”’.

A ressuscitacdo em pacientes com sepse deve ser iniciada
precocemente e seguir de forma vigorosa, pois o restabelecimento da oferta
de oxigénio sistémico e a perfusao de tecidos e 6rgaos sdo mais efetivas
nesse estagio. As recomendacgdes para reanimagao volémica sao*:

a) a infusdo de liquidos deve ser o primeiro passo para suporte

hemodinamico em pacientes com choque séptico®;

b) a solugao cristalina isoténica e os coloides tém a mesma eficacia
quando wusados com o0s mesmos objetivos no suporte
hemodinamico?;

c) a monitorizagdo hemodinamica invasiva deve ser avaliada em

pacientes que ndo respondem prontamente a reanimacéao inicial.
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Edema pulmonar pode ocorrer como complicacdo da reanimacao
volémica e necessita controle da oxigenagao arterial®;

d) a concentragdo de hemoglobina deve ser mantida entre 8 e 10

mg/dL*.

Segundo Hirano et al., o sequestro de neutréfilos no rim, € menor em
ratos submetidos a reposi¢géo volémica com solugao fisioldgica, do que com
solugao de ringer lactato’®.

Estudos em carneiros sépticos demonstraram que a infusdo de
solucgao cristaléide n&o produz uma resposta estatica. Produz aumento agudo
do volume intravascular que diminui rapidamente com redistribuicdo e
excregao do liquido.

Somam-se a isto, alteragbes repentinas no espago intravascular,
mudando o estado fisiolégico e secundariamente, gerando resposta
compensatoria subjacente a alteragdes crénicas fisiolégicas.
Consequentemente, a analise cinética de mudangas na expansao de volume
plasmatico, em resposta a reposigdao volémica sob uma variedade de

circunstancias fisioldgicas, permite estimar o volume de liquido necessario”®.
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3 METODOS

3.1 MODELO DE ESTUDO

Para a realizagcdo deste estudo utilizou-se modelo experimental em
ratos, obedecendo-se a Lei Federal n® 6.638 e as orientages do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), entidade filiada ao
International Council for Laboratory Animal Science. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica do

Parana — PUCPR, conforme registro n®195 (anexo 2).

3.2 AMOSTRA

Foram utilizados 50 ratos machos (Rattus novergicus albinus, Rodentia
mammalia, da linhagem Wistar) com idade entre 100 e 120 dias, peso entre
183g e 340g, provenientes do Biotério Central da PUCPR. A selecao da
amostra probabilistica foi feita através de sorteio, onde cada unidade
amostral (rato) se fez corresponder a um numero de 1 a 4. Com isso, 0
numero de ratos em cada grupo nao foi controlado, acarretando em grupos

de tamanhos diferentes.

3.3 PREPARO DOS ANIMAIS E INDUGAO DA SEPSE ABDOMINAL

Os animais foram randomizados em quatro grupos:

a) Grupo 1: ligadura e pungéo cecal (LPC);

b) Grupo 2: LPC e reposicdo com solugao salina de cloreto de sodio
0,9%;

c) Grupo 3: LPC e reposi¢cédo com solugéo de ringer lactato;

d) Grupo 4: laparotomia.
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3.3.1 Procedimento Cirurgico

Apods a afericdo do peso, os animais foram submetidos a anestesia
intramuscular com 0,1 ml/100g de peso do animal, a partir de uma mistura de
1 ml de quetamina (50mg) com 1 ml de xilasina 2% (20 mg)%®. O plano
anestésico foi verificado, pela auséncia do reflexo de retirada da pata ao
estimulo doloroso.

Os animais foram posicionados em prancha cirurgica e submetidos a
tricotomia abdominal, antissepsia com polivinilpilorridona-iodo a 10%, e
colocacgao de campos estéreis fenestrados.

Foi realizada laparotomia mediana de 3 cm em todos os animais € nos
grupos 1, 2, e 3 o ceco foi ligado com fio de algodao 3-0, imediatamente
abaixo da prega triangular ileo-cecal, permitindo o transito para o intestino
grosso (Figuras 1 e 2). Em seguida, a superficie cecal anti-mesentérica foi
submetida a cinco perfuragbes com agulha 40mm x 13mm (Figura 3). A

sequir, foi realizada a sintese da parede abdominal em todos os grupos com

fio monofilamentar de nailon 4-0, através de sutura continua em dois planos:
81,82

peritdnio-musculo-aponeurdtico e pele

o

Figura 1 - Exposigado do ceco no ponto onde sera feita a LPC
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Figura 2 — Ceco apés a ligadura

Figura 3 — Pungao do ceco

Os espécimes, imediatamente apds o término do ato operatério,
receberam paracetamol 200mg/kg, dose administrada oralmente com

finalidade analgésica®.
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Apds a recuperagao anestésica, os animais foram mantidos no
biotério, em gaiolas identificadas por grupos e apropriadas para a espécie,
com temperatura de 20+£2°C, ciclo claro/escuro de 12 horas e umidade do ar
prépria do ambiente. Todas as caixas foram colocadas em prateleiras a igual
distancia da fonte de luz. Os animais receberam ragdo padrao e agua ad
libitum .

Os animais dos grupos 2 e 3 receberam infusdo de 50ml/kg das
solugdes de cloreto de sédio 0,9% e de ringer lactato respectivamente, por
via subcutanea no momento da operacgao®®°. Aguardou-se o periodo de seis
horas, ao final do qual se espera sepse ja instalada®®. Esta foi observada
através de sinais clinicos como anorexia, apatia, eregao do pélo, aumento da
frequéncia respiratéria e da frequéncia cardiaca®.

Ao final de seis horas foi realizada nova laparotomia e avaliacdo do
fluxo hepatico e renal, através do fluxébmetro a laser, em seis areas pré-
determinadas:

- area 1 - pdlo caudal do rim a 0,5 cm da borda ventral do 6rgao;

- area 2 - centro do 6rgao a 0,5 cm do hilo renal;

- area 3 - polo cranial a 0,5 cm da borda dorsal do 6rgao;

- area 4 - lobo esquerdo do figado a 0,5 cm da borda inferior do 6rgéao;

- area 5 - lobo esquerdo do figado a 0,5 cm a direita da area 4

(Figuras 04 e 05);

- area 6 - lobo esquerdo do figado a 0,5 cm a esquerda da area 4 >"28,
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Figura 4 — Momento da mensuracgao de fluxo hepatico

O desenvolvimento de peritonite foi observado com exame
macroscopico da cavidade, através da presenca de odor fétido, aderéncias,
peritonite localizada ou difusa e a presengca de um ou mais abscessos
peritoniais®.

Na sequéncia foi coletado amostra de 3,0 ml de sangue por pungéo
cardiaca para a leitura do hemograma, proteinas plasmaticas totais e
dosagem doTNF-a®.

Por fim, foi realizada coleta de material para analise histopatoldgica de
figado, rins, pulmdes e lavado peritoneal para cultura, nos grupos 1, 2 e 3.

Terminada esta analise, os animais foram submetidos a eutanasia por

ex-sanguinagao.
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3.4 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Os animais foram divididos em quatro grupos distintos: G1 (n=12), G2
(n=16), G3 (n=14) e G4 (n=8). Cada grupo recebeu uma designacao: G1 -
ligadura e puncéao cecal (LPC); G2 - LPC submetido a infusdo de 50ml/kg de
solugao salina de cloreto de sddio 0,9 %, por via subcutdnea no momento da
operagao; G3 - LPC submetido a infusdo de 50ml/kg de solugao de ringer

lactato, por via subcutdnea no momento da operagao e G4 - Laparotomia.

3.4.1 Grupo 1: LPC

Os animais pertencentes a este grupo totalizaram 12 ratos. Estes
foram anestesiados e submetidos a laparotomia com ligadura do ceco e
perfuragdo. Em seguida foram recuperados da anestesia e reoperados, apos
seis horas, para os procedimentos de monitorizagao, avaliacdo de fluxo
visceral hepatico e renal, coleta de exames e material para lavado peritoneal

e histologia, sendo em seguida submetidos a eutanasia.

3.4.2 Grupo 2: LPC e Reposigéao Volémica com Solugéo Salina de Cloreto de
Sadio 0,9%

Os animais pertencentes a este grupo totalizaram 16 ratos. Estes
foram anestesiados, submetidos a monitorizagdo conforme descrito e
posterior laparotomia com ligadura do ceco e perfuracdo. Em seguida, foram
recuperados da anestesia. Estes animais foram submetidos a reposicao
volémica, com infusao de 50ml/kg da solugao salina de cloreto de sédio 0,9%
apds a operacao, por via subcutanea. Apos seis horas, foram reoperados
para realizagdo dos procedimentos de monitorizagdo, avaliagao de fluxo
visceral hepatico e renal, coleta de exames e material para lavado peritoneal

e histologia, sendo em seguida submetidos a eutanasia.
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3.4.3 Grupo 3: LPC e Reposicao Volémica com Solugdo de Ringer com

Lactato

Os animais pertencentes a este grupo totalizaram 14 ratos. Estes
foram anestesiados, submetidos a monitorizagdo conforme descrito e
posterior laparotomia com ligadura do ceco e perfuragédo. Em seguida, foram
recuperados da anestesia. Estes animais foram submetidos a reposicéao
volémica, com infusdo de 50mL/kg solugao de ringer lactato apds a operacéo,
por via subcutanea. Apds seis horas, foram reoperados para realizagdo dos
procedimentos de monitorizagao, avaliacéo de fluxo visceral hepatico e renal,
coleta de exames e material para lavado peritoneal e histologia, sendo em

seguida submetidos a eutanasia.

3.4.4 Grupo 4: Laparotomia

Os animais pertencentes a este grupo totalizaram 08 ratos. Estes
foram anestesiados, submetidos a monitorizacdo conforme descrito e
posterior laparotomia sem ligadura do ceco e perfuracdo. Em seguida, foram
recuperados da anestesia. Apods seis horas, foram reoperados para
realizacdo dos procedimentos de monitorizagao, avaliagcdo de fluxo visceral
hepatico e renal, coleta de exames e material para lavado peritoneal e

histologia, sendo em seguida submetidos a eutanasia.

3.5 COLETA DE MATERIAL PARA DOSAGENS DE TNF-a E ANALISES
SANGUINEAS

Mantendo-se o animal anestesiado, foi coletado o sangue da seguinte
forma:
a) puncao cardiaca trans-esternal, com agulha descartavel estéril de
25mm X 0,7mm;
b) coletado 3,0 ml de sangue para hemograma, proteinas totais e
TNF-q;
c) a coleta de material foi realizada nos grupos ao final do

experimento (tempo 6).
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3.5.1 Hemograma e Proteinas Totais

Para a leitura do hemograma e das proteinas plasmaticas totais foi
usado um volume de 1,0 ml em tubo com EDTA (acido etileno-diamino-

tetratacético) e encaminhado para processamento.

3.5.2 TNF-a

Para a dosagem do TNF-a foi utilizado um volume de 2,0 ml de sangue
que em seguida, foi imediatamente submetido a centrifugacédo por um
periodo de 15 minutos a 5000 rpm, para separagao do soro. Uma vez
separado o soro este foi congelado a -70° C e dosado pelo método Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), utilizando o kit Quantikine® da R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA. Foram seguidas as orientagdes do

fabricante para o kit e as amostras foram analisadas em duplicata.

3.6 HISTOPATOLOGIA

Para coleta de tecidos para histologia foi realizada incisdo téraco-
abdominal, disseccdo do pulmao, secgao da traquéia, ligadura do hilo
pulmonar direito e infusdo de formol a 10% tamponado na luz traqueal, até
restabelecer o volume do pulmao esquerdo. Apos ligadura e secgao do hilo
pulmonar esquerdo, o pulmao esquerdo foi colocado em frasco com formol a
10% tamponado. Prosseguiu-se o procedimento cirurgico no abdome com
técnica asséptica, da seguinte maneira: coleta da amostra do liquido
peritoneal para cultura e retirada do figado. A hepatectomia foi realizada
através da dissecgao, ligadura e secgdo com tesoura do ducto biliar comum,
veia porta e artéria hepatica com todos os seus ramos, seguido da dissecgéo,
ligadura e secc¢do da veia cava infra-hepatica, com mobilizagcdo de figado,
através de secg¢do das aderéncias peritoneais. Para nefrectomia esquerda
total, o cdlon, que no rato ndo esta fixado a parede posterior e o intestino
delgado, foram tracionados inferior e medialmente. Procedeu-se entdo ao
descolamento do rim esquerdo, liberando-o da gordura retroperitoneal com

pinca e tesoura. Apos completa mobilizagdo do 6rgdo com ligadura do
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pediculo renal, com o rim seguro por pinga no seu terco médio, iniciou-se a
resseccao pelo polo renal inferior.

Para o estudo histologico de cada espécime tecidual, os 6rgaos foram
imersos em solugdo salina de cloreto de sédio 0,9%, colocados em frascos
individuais contendo solugédo de formalina 10% tamponada com tampao de
fosfato, identificados por etiqueta contendo cddigo conhecido somente pelo
cirurgido. Apos a fixacdo, as amostras foram submetidas a procedimento
histolégico padrdo com desidratagcdo, diafanizagcdo e emblocamento em
parafina® %. Na sequéncia, as amostras foram submetidas & microtomia,
com cortes seriados de aproximadamente 05um (micrometros) e corados em
hematoxicilina e eosina, coloracdo do PAS com digestdo enzimatica e
tricomio de Gomori®®. Nas laminas foram avaliados aspectos de resposta
inflamatoéria aguda tecidual (Exsudato neutrofilico, infiltrado inflamatério
monuclear, polimorfonuclear e morfologia), por meio do microscépio 6ptico
marca Olympus® modelo BX-51, utilizando-se o0 aumento de 10x e objetiva
de 40x. O numero de campos analisados por [amina foi de 3. Os aspectos da
resposta inflamatdria foram graduados conforme demonstrado nos quadros 1

.,°° seguindo escore

e 2, baseado no protocolo proposto por Vizzoto et a
numeérico com notas negativas para as variaveis agudas e positivas para as

cronicas.

Quadro 1 - Classificagao e atribuicado de indices aos achados histolégicos nos
cortes corados pela Hematoxilina-eosina (HE)

PARAMETROS INTENSIDADE
Acentuada Moderada Discreta Ausente

Neutrdfilos -3 -2 -1 0
Edema -3 -2 -1 0
Congestao -3 -2 -1 0
Monomorfonucleares 3 2 1 0
Tecido de granulacao 3 2 1 0
Fibrose 3 2 1 0

Fonte: Vizzoto Jr. AO, et al.; J Bras Patol Med Lab. 2003; 39(2): 143-49.
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Quadro 2 - Caracterizacdo da fase do processo inflamatério de acordo com
escores final de cada grupo

FASE DO PROCESSO INFLAMATORIO ESCORE FINAL DE CLASSIFICAGAO
Agudo 9a-3
Sub-agudo -2,9a3
Crbénico 3,1a9

Fonte: Vizzoto Jr. AO, et al.; J Bras Patol Med Lab. 2003; 39(2): 143-49.

3.7 CULTURA DE LAVADO PERITONEAL

Para cultura do liquido peritoneal nos grupos 1, 2 e 3, foi realizado
inoculagao intraperitoneal de soro fisioldgico, imediatamente apds a segunda
laparotomia, na quantidade de 3 ml e coletado material com seringa na
quantidade de pelo menos 0,5 ml. O liquido recuperado foi diretamente
semeado em um par de placas de Petry, com agar MacConkey (100ul cada)
e encubado a 37°C por 18 a 24 horas para posterior contagem. O resultado
da média aritmética (que representa UFC/100 pl) foi multiplicado por 10, o
que representou o numero de UFC/ml de sangue. A partir destas col6nias foi
realizada a caracterizagao fenotipica presuntiva, por provas bioquimicas com

meio de cultura.

3.8 PROTOCOLO DE PESQUISA

Para relato dos dados coletados foi utilizado protocolo conforme
demonstrado no Anexo 1.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de variaveis continuas (dados mensuraveis) foram
analisados pelos testes estatisticos de analise de variancia (ANOVA), modelo
inteiramente casualizado e fatorial, seguido pelo teste de Tukey para a
classificagdo das médias. A relacdo entre pares de variaveis foram

analisadas pela correlagdo de Pearson e foram ilustradas em graficos de
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dispersdo. A comparacado dos dados de histologia do figado, do rim e do
pulmao, foi realizada com teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis. Os
calculos foram realizadas com o uso de planilha do Excel (Microsoft) e pelo
pacote estatistico Statistica 8.0 (StatSoft). Significancias estatisticas foram

consideradas para p < 0,05.

Inicio .
Sorteio

Anestesia

Estabilizacao

Laparotomia
TO

Infusdo de fluidos

—>

6 horas

- v

Final

Anestesia
Puncéao cardiaca
Coletas de sangue

Laparotomia

. Coleta do lavado peritoneal
Eutanasia

Avaliacao dos fluxos

sanguineos hepatico e renal

Coletas de tecidos

Figura 5 — Fluxograma cronoldgico do experimento
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Durante o estudo foram utilizados 50 animais, dos quais houve 2

Obitos, ambos no grupo 1, imediatamente apds a indugdo anestésica, nao

relacionados ao objeto de estudo.

4.1 PESO

Para este estudo foram utilizados ratos com peso médio de 307g. As

médias dos pesos (tabela 1, figura 6) foram comparadas pela anadlise de

variancia, modelo inteiramente casualizado. Nao houve diferenca estatistica

na avaliagao do peso entre os diferentes grupos (p=0,37).

Tabela 1 - Peso médio dos grupos 1,2 3 € 4 (em gramas)

LIMITE DE
CONFIANCA
Fator N Média D.P. E.P. -95,00% +95,00%

Total 49 307,00 35,37 5,05 296,84 317,16

1 11 306,82 45,59 13,74 276,19 337,44

2 16 296,00 41,27 10,2 274,01 317.99
Grupo

3 14 311.00 25.47 6.81 296.29 325.70

4 8 322.25 13.47 4.76 310.98 333.52

D.P.: Desvio padrao
E.P.: Erro padrao
Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposigédo com solucao salina de NaCl 0,9%

Grupo 3: LPC e reposi¢cdo com solugéo de ringer lactato

Grupo 4: Laparotomia
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Fonte: do autor

Figura 6 - Médias dos pesos dos animaos dos grupos 1,2,3 e 4

(Grupo 1: LPC; Grupo 2: LPC e reposigdo como solugéo salina de NaCl 0,9%;
Grupo 3: LPC e reposigcao volémica com solugao de ringer lactato; Grupo 4:
Laparotomia. As barras de erro representam o desvio padréo).

4.2 VOLUME INFUNDIDO

Durante o procedimento os grupos que receberam alguma forma de
reposigao volémica (grupos 2 e 3), também nao apresentaram diferencas
entre si em relagdo ao volume infundido (tabela 2, figura 7), apos
comparacdao das meédias pela analise de variancia, modelo inteiramente

casualizado (p=0,26).
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Tabela 2 - Volume médio infundido nos grupos 2 e 3 (em ml)

LIMITE DE CONFIANCA

Fator N Média D.P. E.P. -95,00% +95,00%
Total 30 15.14 1.75 0.32 14.48 15.79
2 16 14.79 2.06 0.51 13.70 15.89
Grupo
3 14 15.53 1.27 0.34 14.79 16.26

D.P.: Desvio padréo

E.P.: Erro padréo

Grupo 2: LPC e reposi¢ao com solugao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposicado com solugao de ringer lactato

18 -
16 I
14 -
12 -
10 -

Volume infundido (ml)
[a=]

o N = D

Grupos

Fonte: do autor

Figura 7 - Médias do volume infundido nos animais dos grupos 2 e 3

(Grupo 2: LPC e reposigao como solugéo salina de NaCl 0,9%; Grupo 3: LPC e
reposicao volémica com solugdo de ringer lactato. As barras de erro representam
o desvio padréo).

4.3 ANALISE MACROSCOPICA DA INSPECAO DA CAVIDADE
ABDOMINAL

A confirmagcdo da peritonite foi realizada através de inspecéo
macroscoépica e analise laboratorial com realizagdo de cultura, conforme

evidenciado na tabelas abaixo, separados por grupos.
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A analise macroscéopica dos achados da inspecao da cavidade
abdominal estéo relatados na tabela 3. Estes dados mostram a presenca de
sinais de peritonite nos animais dos grupos 1, 2 e 3 e auséncia nos animais

do grupo 4.

Tabela 3 - Achados de inspecao de cavidade abdominal dos animais

ANIMAL INSPEGAO DA CAVIDADE ABDOMINAL
Distenséao de Bloqueio de Liquido Necrose de
Algas ceco livre ceco
G1 Sim Néo Sim Nao
G2 Sim Nao Sim Nao
G3 Sim Nao Sim Nao
G4 Néo Nao Nao Nao

4.4 CULTURA DO LiQUIDO PERITONEAL

Na cultura do lavado peritoneal nos animais submetidos a LPC, houve
crescimento de E. coli, Proteus sp, Klebsiella, Streptococcus sp, bactérias

lactose negativas e positivas.
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4.5 FLUXO HEPATICO

O fluxo hepatico médio (tabela 4, figura 8) foi comparado pela analise
de variancia, modelo fatorial, indicando semelhanga entre os grupos,

conforme tabela 5.

Tabela 4 - Fluxo hepatico médio nos grupos 1,2,3 € 4 (em mi/min/1009g)

LIMITE DE CONFIANCA

Fator N Média D.P. E.P. -95,00% +95,00%
Total 145 13.57 5.91 0.49 12.60 14.54
1 31 11,70 5,51 0,99 9.68 13.73
2 48 13.35 6.92 1.00 11.34 15.35
Grupo
3 42 15.87 5.35 0.82 14.20 17.53
4 24 12.40 3.82 0.78 10.79 14.02

D.P.: Desvio padrao

E.P.: Erro padrao

Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposi¢ao com solugao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposi¢do com solugéo de ringer lactato
Grupo 4: Laparotomia
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Figura 8 - Fluxo hepatico médio nos grupos 1,2,3 € 4 (em mi/min/1009)

(Grupo 1: LPC; Grupo 2: LPC e reposicao como solugao salina de NaCl 0,9%;
Grupo 3: LPC e reposigcéo volémica com solugao de ringer lactato; Grupo 4:
Laparotomia. As barras de erro representam o desvio padréo).

A comparacédo entre os grupos realizada pelo teste de Tukey, nao
evidencia diferenga significante entre eles. A tabela 5 mostra o resultado

estatistico da comparacao entre os grupos.

Tabela 5 - Nivel de significancia (p) das diferencas do fluxo hepatico médio
entre os grupos 1,2,3, e 4, pelo teste de Tukey

GRUPO {1} {2} {3} {4}
1 0.98 0.58 0.99
2 0.98 0.96 0.99
3 0.58 0.96 0.93
4 0.99 0.99 0.93

D.P.: Desvio padrao

E.P.: Erro padréo

Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposicdo com solugao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposi¢céo com solugao de ringer lactato
Grupo 4: Laparotomia
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4.6 FLUXO RENAL

A comparagdo das médias do fluxo renal (tabela 6, figura 9) foi
realizada pela analise de variancia, modelo fatorial. O grupo 1 apresentou o
menor fluxo renal, com média de 21,05 ml/min/100g, enquanto o grupo 4,

obteve o fluxo médio mais alto (40,30 ml/min/100g).

Tabela 6 - Fluxo renal médio nos grupos 1,2,3,e 4 (em ml/min/100g)

LIMITE DE
CONFIANCA
Fator N Média D.P. E.P. -95,00% +95,00%
Total 144 28.25 15.76 1.31 25.05 30.85
Grupo 1 1 30 21,05 9,64 1.92 17.45 24 65
Grupo 2 2 48 30.53 16.99 2.45 25.60 35.46
Grupo 3 3 42 23.92 12.08 1.86 20.15 27.68
Grupo 4 4 24 40.30 17.71 3.61 32.82 47.78

D.P.: Desvio padrao

E.P.: Erro padrao

Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposi¢ao com solugao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposi¢do com solugéo de ringer lactato
Grupo 4: Laparotomia
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Figura 9 - Fluxo renal médio nos grupos 1,2,3 € 4 (em mi/min/1009)

*Grupo1 diferenga estatistica significativa em relagéo ao grupo 2;

** Grupo 4 diferenca estatistica significante em relagéo a todos os grupos;
(Grupo 1: LPC; Grupo 2: LPC e reposigédo como solugéo salina de NaCl 0,9%;
Grupo 3: LPC e reposigao volémica com solugdo de ringer lactato; Grupo 4:
Laparotomia. As barras de erro representam o desvio padréo).

A comparacao entre os grupos, estudada pelo teste de Tukey (tabela

7), evidencia que o grupo 4 apresentou diferenca significativa com relagao

aos outros grupos.

comparagao do grupo 1 com o grupo 2.

Também apresentaram significAncia estatistica a

Tabela 7 - Nivel de significancia (p) das diferengas do fluxo renal médio por
grupo, nos grupos 1, 2, 3 e 4, pelo teste de Tukey

GRUPO {1} {3} {4}
1 0.61 0.00
2 0.00 0.10 0.01
3 0.60 0.00
4 0.00 0.00

Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposi¢cédo com solugao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposi¢céo com solugao de ringer lactato
Grupo 4: Laparotomia
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As mensuracdes de fluxo hepatico e renal foram repetidas por trés

vezes em cada animal, de cada grupo, sendo que as comparagdes entre as

repeticdes foram semelhantes entre si (p= 0,86).
A comparagao dos fluxos sanguineos, renal e hepatico, ndo mostrou

correlacao linear significativa (figura 10).

Disperséo frenal vs fhepatico
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80 o
hepaticorrenal: y = 19,5778 + 0,6052*x; r* = 0,0522

70 o
<o

Fluxo renal

-10
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Fonte: do autor

Figura 10 - Grafico de dispersao da correlagéo entre o fluxo renal e o fluxo
hepatico pela analise de covariancia nos grupos 1, 2, 3 e 4

4.7 HEMOGRAMA

4.7.1 Hemoglobina

As meédias de hemoglobina nos grupos (tabela 8, figura 11) foram
avaliadas pela analise de variancia modelo, inteiramente casualizado. Houve
comportamento semelhante nos grupos (p= 0,29). A média nos grupos variou

de 16,29 g/dl no grupo 3 a 18,25 g/dl no grupo 4.



Tabela 8 - Nivel de hemoglobina média (g/dl) nos grupos 1,2,3 e 4

45

LIMITE DE
CONFIANGA
Fator N Média D.P. E.P. -95,00% +95,00%
Total 46 17.12 2.80 0.41 16.29 17.95
1 10 17.96 1.74 0.55 16.71 19.21
2 14 16.71 4.10 1.10 14.34 19.07
Grupo
3 14 16.29 2.27 0.61 14.98 17.59
4 8 18.25 1.16 0.41 17.28 19.22

D.P.: Desvio padrao

E.P.: Erro padréo
Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposi¢ao com solucéo salina de NaCl 0,9%

Grupo 3: LPC e reposicdo com solugéo de ringer lactato

Grupo 4: Laparotomia

Hemogloblina (g/dl)
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Figura 11 - Nivel de hemoglobina média (g/dl) nos grupos 1,2,3 e 4

: do autor

(Grupo 1: LPC; Grupo 2: LPC e reposigédo como solugao salina de NaCl 0,9%;
Grupo 3: LPC e reposigéo volémica com solugao de ringer lactato; Grupo 4:
Laparotomia. As barras de erro representam o desvio padréo).



4.7.2 Hematocrito
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As médias do hematdcrito dos grupos (tabela 9, figura 12) comparadas

pelo teste de variancia, modelo inteiramente casualizado, também mostraram

comportamento semelhante nos grupos (p=0,15). Sua média variou de 47,43

% nos grupos 2 e 3 até 54,00 % no grupo 4.

Tabela 9 - Nivel do hematdécrito médio (em %) nos grupos 1, 2, 3, e 4

LIMITE DE
CONFIANCA
Fator N Média D.P. E.P. -95,00 +95,00%
Total 46 49.48 7.82 1.15 47.15 51.80
1 10 51.60 3.40 1.08 49.16 54.04
2 4 47.43 10.70 2.86 41.25 53.60
Grupo
3 14 47.43 7.47 2.00 43.11 51.74
4 8 54.00 4.00 1.41 50.66 57.34

D.P.: Desvio padrao

E.P.: Erro padrao;

Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposigao com solugao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposi¢do com solugéo de ringer lactato
Grupo 4: Laparotomia
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Figura 12 - Nivel do hematdcrito médio (em %) nos grupos 1, 2, 3, e 4

(Grupo 1: LPC; Grupo 2: LPC e reposicédo como solugéo salina de NaCl 0,9%;
Grupo 3: LPC e reposicao volémica com solugdo de ringer lactato; Grupo 4:
Laparotomia.As barras de erro representam o desvio padrao).

4.7.3 Leucocitos

As médias dos leucécitos dos grupos (tabela 10, figura 13) foram
comparadas pela anadlise de variancia, modelo inteiramente casualizado. O
grupo 1 apresentou a menor contagem média (5.450 /mm®) e o grupo 4 a
maior média de 10.387 /mm®. Foram também os grupos 1 e 4, que
comparados entre si, apresentaram diferenga significante na contagem média
de leucocitos, como pode ser visto na tabela 11, que mostra o nivel de

significancia da diferenga entre os grupos pelo teste de Tukey.
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Tabela 10 - Média da contagem de leucécitos (mil/mm?) nos grupos 1,2,3 e 4

LIMITE DE
CONFIANCA
Fator n Média D.P. E.P. -95,00% +95,00%
Total 46 7445.65 3021.38 44548 6548.41 8342.89
1 10 5450.00 2229.72 705.10 3854.95 7045.05
G 2 14 7335.71 2836.74 758.15 5697.83 8973.60
rupo
P 3 14 7300.00 3323.34 888.20 5381.16 9218.84
4 8 10387.50 1090.79 385.65 947558 11299.42
D.P.: Desvio padrao
E.P.: Erro padréo
Grupo 1: LPC
Grupo 2: LPC e reposicdo com solugao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposicdo com solugéo de ringer lactato
Grupo 4 Laparotomia
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Figura 13 - Média da contagem de leucdcitos (mil/mm?®) nos grupos 1, 2, 3 e 4

(Diferenga estatistica entre os grupos 1 e 4. Grupo 1: LPC; Grupo 2: LPC e
reposicdo como solucdo salina de NaCl 0,9%; Grupo 3: LPC e reposicao
volémica com solugdo de ringer lactato; Grupo 4: Laparotomia. As barras de

erro representam o desvio padrao).
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Tabela 11 - Nivel de significAncia (p) das diferengcas de contagem de
leucdcitos entre os grupos 1, 2, 3 e 4, pelo teste de Tukey

GRUPO {1} {2} {3} {4}
1 1 0.34 0.35 0.00
2 2 0.34 1.00 0.06
3 3 0.35 1.00 0.06
4 4 0.00 0.06 0.06
Grupo 1: LPC;

Grupo 2: LPC e reposi¢cao como solucao salina de NaCl 0,9%

Grupo 3: LPC e reposi¢ao volémica com solugao de ringer lactato

Grupo 4: laparotomia

4.7.4 Neutréfilos Segmentados

As médias dos neutréfilos segmentados dos grupos (tabela 12, figura

14) comparadas pela analise de variancia, amostra inteiramente casualizada,

mostraram comportamento semelhante entre os grupos (p=0,09).

Tabela 12 - Média da contagem de neutréfilos segmentados (%) nos grupos

1,2,3e4
LIMITE DE
CONFIANCA
Fator N Média D.P. E.P. -95,00% +95,00%
Total 46 55.22 13.96 2.06 51.07 59.36
1 10 51.00 7.29 2.30 45.79 56.21
2 14 50.07 17.78 4.75 39.80 60.34
Grupo
3 14 58.71 13.11 3.50 51.14 66.28
4 8 63.37 9.93 3.51 55.07 71.67

D.P.: Desvio padrao

E.P.: Erro padréo

Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposicdo com solugao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposi¢gdo com solugdo de ringer lactato
Grupo 4: Laparotomia
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Figura 14 - Média da contagem de neutréfilos segmentados (%) nos grupos
1,2,3e4

(Grupo 1: LPC; Grupo 2: LPC e reposigao como solugao salina de NaCl 0,9%;
Grupo 3: LPC e reposigéo volémica com solugao de ringer lactato; Grupo 4:

laparotomia. As barras de erro representam o desvio padrao).

4.7 .5 Linfocitos

As médias de linfocitos dos grupos (tabela 13, figura 15) comparadas
pela analise de varidncia, modelo inteiramente casualizado, mostraram

comportamento semelhante entre os grupos (p=0,99).
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Tabela 13 - Média da contagem de linfécitos (%) nos grupos 1, 2,3 e 4

LIMITE DE
CONFIANCA
Fator N Média Desv.Pad. Err.Pad. -95,00% +95,00%

Total 46 31.87 10.54 1.55 28.74 35.00

1 10 32.20 8.46 2.67 26.15 38.25

2 14 32.57 12.54 3.35 25.33 39.81
Grupo

3 14 31.35 11.27 3.01 24.85 37.86

4 8 31.12 9.56 3.38 23.13 39.12

D.P.: Desvio padrao

E.P.: Erro padréo

Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposi¢ao com solugao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposicdo com solugéo de ringer lactato
Grupo 4: Laparotomia
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Figura 15 - Média da contagem de linfécitos (%) nos grupos 1, 2,3 e 4

(Grupo 1: LPC; Grupo 2: LPC e reposigédo como solugéo salina de NaCl 0,9%;
Grupo 3: LPC e reposigao volémica com solugdo de ringer lactato; Grupo 4:
Laparotomia. As barras de erro representam o desvio padréo).
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4.7.6 Proteinas Plasmaticas Totais
A comparagao das médias das proteinas plasmaticas totais (tabela 14,

figura 16) realizada pela andlise de variancia, modelo inteiramente

casualizado, mostrou comportamento heterogéneo entre os grupos (p=0,00).

Tabela 14 - Nivel médio de proteinas totais (em g/dl) nos grupos 1,2, 3 e 4

LIMITE DE
CONFIANGA
N Média D.P. E.P. -95,00% +95,00%
Total 46 5.01 0.49 0.07 4.87 5.16
1 10 5.40 0.49 0.15 5.05 5.75
2 14 4.84 0.39 0.10 4.62 5.07
Grupo
3 14 4.67 0.31 0.08 4.49 4.85
4 8 5.45 0.26 0.09 5.24 5.66

D.P.: Desvio padrao

E.P.: Erro padrao

Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposi¢ao com solugéao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposicdo com solugéo de ringer lactato
Grupo 4: Laparotomia
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Figura 16 - Nivel médio de proteinas totais (em g/dl) nos grupos 1,2, 3 e 4

(Grupo 1: LPC; Grupo 2: LPC e reposigédo como solugéo salina de NaCl 0,9%;
Grupo 3: LPC e reposigao volémica com solugdo de ringer lactato; Grupo 4:
laparotomia. As barras de erro representam o desvio padrao).

A analise comparativa entre os grupos pelo teste de Tukey indica que
houve diferenca estatistica significativa. Os grupos 2 e 3 sao estatisticamente
idénticos e diferentes dos grupos 1 e 4, que por sua vez sao idénticos entre

Si.

Tabela 15 - Nivel de significancia (p) das diferencas da dosagem de
proteinas totais entre os grupos 1, 2, 3 e 4, pelo teste de

Tukey
GRUPO {1} {2} {3} {4}
1 1 0.00 0.00 0.99
2 2 0.00 0.62 0.00
3 3 0.00 0.62 0.00
4 4 0.99 0.00 0.00
Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposicédo como solugao salina de NaCl 0,9%
Grupo 3: LPC e reposicao volémica com solugao de ringer lactato
Grupo 4: Laparotomia



4.8 TNF-a

A comparagao das médias do TNF-a (tabela 16, figura 17) avaliadas

pela analise de variancia demonstrou comportamento semelhante entre os

grupos. As médias variaram de 26,24 pg/dl no grupo 4 até 77,67 pg/dl no

grupo 3. Apesar das diferengas aparentes, a dispersao dos valores de TNF-a

explica a falta de significancia na comparacao entre os grupos (figura 18).

Tabela 16 - Nivel médio das dosagens de TNF-a (em pg/dl) nos grupos 1, 2,

3e4d
LIMITE DE
CONFIANGCA
Fator N Média D.P. E.P. -95,00% +95,00%

Total 43 61.08 66.75 10.18 40.54 81.63

1 11 67.53 100.24 30.22 0.19 134.87

2 14 49.39 25.03 6.69 34.94 63.84
Grupo

3 14 77.67 72.01 19.25 36.09 119.25

4 4 26.24 3.21 1.60 21.13 31.35

D.P.: Desvio padrao
E.P.: Erro padrao
Grupo 1: LPC

Grupo 2: LPC e reposi¢ao com solugao salina de NaCl 0,9%

Grupo 3: LPC e reposi¢do com solugéo de ringer lactato

Grupo 4: Laparotomia
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Figura 17 - Nivel médio das dosagens de TNF-a (em pg/dl) nos grupos 1, 2, 3
ed

(Grupo 1: LPC; Grupo 2: LPC e reposigao como solugao salina de NaCl 0,9%;
Grupo 3: LPC e reposigao volémica com solugdo de ringer lactato; Grupo 4:
Laparotomia. As barras de erro representam o desvio padréo).
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A comparacgao entre os niveis de TNF-a e a contagem de leucdcitos
mostrou correlagdo linear significativa (r=0,58 p=0,00), com relagdo inversa

entre as variaveis (figura 18).
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Figura 18 - Grafico de dispersado da correlagcado entre TNF-a e leucdcitos pela
analise de covariancia nos grupos 1, 2, 3 e 4

4.9 AVALIACAO HISTOLOGICA

A avaliagao histologica do tecido renal, pulmonar e hepatico, foi
realizada com o teste de Kruskal Wallis, e ndao mostrou diferencas
significativas entre os grupos avaliados, com presenga de inflamag&o aguda
e sub-aguda no escore de inflamagéo histolégica dos grupos.
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5 DISCUSSAO

Podemos afirmar que apesar dos avangos tecnoldgicos, diagnosticos e
terapéuticos dos ultimos anos, pouco progresso foi conseguido em relagéo a
mudanca de mortalidade na sepse. Isto se deve a complexidade das relagdes
agressor-hospedeiro que ndo podem ser reguladas e que dependem muito
mais da resposta do hospedeiro do que da intervengao terapéutica. Para
tentar diminuir a mortalidade da sepse, algumas estratégias certamente sao
benéficas, tais como, o reconhecimento precoce, uma intervencao inicial
agressiva contra os disturbios hemodinamicos e o manejo racional dos

antimicrobianos®".
5.1 MODELO DE ESTUDO

Para desenvolver o presente estudo, optou-se por um modelo
experimental, pois os modelos clinicos apresentam variaveis incontrolaveis
que dificultam sua interpretacao. O animal escolhido foi o rato por apresentar
um ciclo de vida curto, uniformizacdo da amostra, baixo custo de aquisi¢ao e
manutenco, facil obtencao e transporte®®?’.

A selegdo da amostra probabilistica foi feita através do sorteio de cada
rato, para compor um dos quatro grupos. Esta forma de sorteio determinou
grupos de tamanhos diferentes, uma vez que o numero de ratos em cada
grupo nao foi controlado. O sorteio foi adotado para evitar influéncia por
tendéncias, preferéncias, fatores subjetivos e pessoais diversos. Este
procedimento de casualizagao nao interferiu na avaliagao do tratamento, uma
vez que na analise estatistica foram utilizados testes paramétricos que
suportam tamanhos diferentes na comparagéo dos grupos 2

A homogeneidade da amostra pode ser observada no peso e no
volume infundido dos grupos 2 e 3, conforme visto nos resultados. Houve
dois casos de Obito, e mesmo assim, apds a inducdo anestésica, nao

relacionado a sepse ou sua resposta.



58

A reposicao volémica através da via subcutédnea foi escolhida por
apresentar uma absorgao mais rapida que a via oral (1 a 3h), ndo sofrer agéao
de fatores que afetam a absorgédo gastrointestinal, ser absorvida pelo fluxo
sanguineo local e apresentar a mesma eficacia que a administracéo
intravenosa porém com maior simplicidade de realizagao no rato. A reposicao
volémica foi realizada apds a indugcao da LPC, pois sem ela esta técnica
causa o desenvolvimento rapido do choque, sendo que apds este
procedimento a mortalidade ¢é reduzida com resposta fisiopatolégica

399 A infusdo de fluidos

semelhante a observada na sepse em humanos
apés a LPC também permitiu avaliar o comportamento TNF, principal
mediador da resposta inflamatéria, apds a reposi¢cao volémica. Uma vez, que
0 mesmo se altera em menos de 1h apés LPC e esta associado a disfungao
organica induzida pela sepse®"®2.

Embora sepse cause significante morbidade e mortalidade e seja fruto
de extensas e inumeras investigacoes, a sua fisiopatologia basica ainda nao
€ totalmente esclarecida. Neste estudo foram investigadas algumas
alteragoes inflamatdrias e fisiopatolégicas, de um modelo de sepse com LPC,
modelo que induz a peritonite através da flora intestinal mista, reproduzindo a
imunologia complexa da sepse®>.

LPC é um modelo experimental desenvolvido por Wichterman et al.,
em 1980, frequentemente referido em pesquisas sobre sepse®"®*. Este
modelo, além da simplicidade por ndo necessitar preparo de bactérias, tem
como principal vantagem o fato de resultar da contaminag&o peritoneal de
flora mista na presenca de tecido desvitalizado, o que é mais préximo da
realidade frequentemente encontrada nas peritonites. E util para o estudo dos
efeitos da sepse e seu tratamento na permeabilidade microvascular sistémica
e pulmonar?’.

O desenvolvimento das técnicas microbiologicas ocorrido no final do
século XVIII, melhorou a habilidade de cultivar e identificar bactérias através
de testes bioquimicos e técnicas similares usadas até os dias de hoje'.
Estas técnicas permitiram avaliar a natureza polimicrobiana das peritonites,
semelhante aos modelos de pungdo cecal?’. Também neste estudo, a
peritonite se mostrou polimicrobiana onde apenas em cinco animais houve

crescimento de E. coli exclusivamente?’.
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Wichterman et. al., demonstraram que a cultura sanguinea de ratos foi
positiva para bactérias Gram-positivas (Streptococcus bovis) e Gram-
negativas (Bacterioides fragiles, E. coli, Klebsiella e Proteus mirabilis) 1h
apoés a LPC®, demonstrando a natureza polimicrobiana deste modelo de
sepse’. A cultura do lavado peritoneal realizada no presente estudo,
demonstrou a natureza polimicrobiana deste modelo de sepse concordante
com Wichterman et al., de 1980%'. A LPC ¢é preferivel & endotoxina, visto que
alguns ratos sao resistentes a esta. Também reproduz as fases clinicas da
sepse tanto do ponto de vista hemodinamico, como metabdlico’.

O numero de pungdes na LPC nao parece influenciar diretamente a
mortalidade, mas apenas o tempo de evolugdo®, que para a sepse também é
um fator importante, pois a brevidade do estudo também impede que outros
fatores possam intervir no resultado. Estudos demonstraram presencga de
bactérias em ducto toracico, quatro minutos apds a injegao intra-peritoneal e
contagens significativas ocorreram em até dez minutos para avaliagoes
arteriais e 20 minutos para linfaticos, com rapida evolugdo para bacteremia®.

Hollemberg et al., obtiveram em seu estudo, bacteremia seis horas
apods o procedimento em todos os ratos sépticos, avaliados com crescimento
de bactérias Gram-negativas entéricas®.

Zanon et al., observaram em culturas positivas, na maioria das vezes
de saliva, urina e sangue, que os patdogenos mais frequentes foram bacilos
Gram-negativos (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp
e Acinobacter sp) em 53% dos casos e coccus gram-positivos em 30,4%
(Staphylococcus Coagulase — negativos e Staphylococcus aureus) %°. Em
2,8% dos casos foram observados mais de um patégeno e fungos em 1,3%.

Os animais neste estudo apresentaram caracteristicas tipicas,
enquadrando-se no conceito de peritonite e sepse conforme os critérios
avaliados: piloerecgédo, letargia, cultura do liquido peritoneal, presenga de odor
fétido na cavidade peritoneal, aderéncias, peritonite localizada ou difusa, e
pela presenga de um ou mais abscessos, conforme descrito nos resultados.
A auséncia de extravasamento de fezes € o mesmo resultado descrito para
este tipo de experimento, onde a peritonite apresenta-se através das
aderéncias de algas intestinais e reducdo da atividade peristaltica. Ascite

também ndo é um achado comumente encontrado®.
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Otero-Antén et al., avaliando a influéncia do tamanho da pungéo cecal na
mortalidade, bacteremia, endotoxemia e niveis plasmaticos de TNF-q,
constataram que cinco horas apds a LPC, havia bacteremia em todos os
animais do experimento, independente do tamanho da puncgéo®. Bacterdides
sp. e aerobio Gram-negativo eram o0s micro-organismos predominantes.
Endotoxemia, niveis plasmaticos de TNF-a e mortalidade, subiram com o
aumento do didmetro da puncéao cecal. Stefan et al., compararam o numero
de puncgdes e apesar de nao obterem diferenca na mortalidade, encontraram
maior incidéncia de peritonite com maior nimero de pungdes®. Porém, neste
estudo, Stefan et al., ndo estabeleceram relacéo direta entre a presencga de
peritonite e a presenca de sepse ou bacteremia significativa®. Também
mostrou evolugdo com mortalidade e sepse mesmo sem perfuragao,
constatando que a translocacdo também é um fator associado, responsavel
pela evolugado do quadro séptico.

A flora bacteriana na peritonite € mista e variada e todas as bactérias
intestinais podem ser encontradas nestes casos®. No estudo de Altemeyer et
al., a forte evidéncia da acdo cumulativa das bactérias aerébias e anaerébias
determinou a extensdo e a gravidade da sepse”’. Além disso, os micro-
organismos nao patogénicos aumentaram a viruléncia das bactérias
associadas a eles. Durham (1897), apud Bolton et al., demonstrou a absorcéo

de bactérias através do diafragma entre 30 e 45 minutos®.
5.2 REPOSICAO VOLEMICA

A sepse causa comprometimento precoce do fluxo sanguineo na
microcirculagdo por meio de edema endotelial e de células vermelhas, que
diminui o didmetro capilar e aumenta a viscosidade e resisténcia hidraulica. O
grande volume de solugédo cristaldide necessario para reanimagdo em
pacientes nos estagios iniciais da sepse, causa hemodiluicdo das proteinas
plasmaticas com diminui¢cdo da pressao coloidosmética. Isso causa acumulo
de liquido intersticial, que piora as trocas gasosas, diminui a complacéncia
miocardica, reduz a difusdo de oxigénio para os tecidos e contribui para

acidose metabdlica®.
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Estudos mostram que pacientes com choque séptico, apresentam
grande déficit de fluido e que a depressédo miocardica resultante deste déficit
s6 é revertida em 25 a 40% do total®.

O objetivo da reposigdo volémica no choque séptico é restaurar a
perfusao tissular e normalizar o metabolismo celular®. Dentre as opcdes para
reposicao, optou-se para este estudo o uso de cristaldides, por ser o tipo de
solugdo mais comumente empregada *.

Sob condigdes ideais, o volume do cristaléide é direcionado e apenas

25% permanece no espaco intravascular, o restante vai para o espaco
extravascular. Grandes volumes tém demonstrado causar hemodiluicdo de
proteinas e redugao da pressao coloidosmoética, porém, nao tem alterado o
lactato arterial, mesmo com a solugao de ringer lactato®.
Alguns estudos sugerem que a reanimagao volémica precoce é benéfica na
sepse1'6. A reanimagao volémica, apos a utilizacdo da técnica de LPC,
apresenta baixos niveis de mortalidade com resposta fisioldgica,
assemelhando-se a observada na sepse humana®. Hollenberg et al., ao
reproduzirem sepse por meio de LPC em um modelo animal, constataram um
aumento de 24% na sobrevida dos ratos que receberam reposicao
volémica®. A auséncia de mortalidade neste estudo, em virtude da evolugao
da sepse, nao permite analisar este dado.

Segundo alguns autores, as solugdes cristaldides mais comuns: salina
isotdbnica e ringer lactato, sao igualmente eficazes no tratamento do choque
séptico®. Porém, ambas apresentam algumas complicagbes durante a
reposicao volémica na sepse, tais como: aumento da pressao hidrostatica,
reducdo da pressdao coloidosmoética e aumento da permeabilidade
microvascular, entre outras®.

A reposicédo volémica com solucdo salina de NaCl 0,9% é eficaz, no
entanto, quando grandes volumes de cristaldides sdo necessarios, pode levar
a maior incidéncia de acidose metabdlica hiperclorémica e hipernatremia.
Neste caso, o uso de ringer com lactato é preferencial*’.

A restauracdo da volemia na sepse com consequente aumento do
débito cardiaco, esta associada em geral, a melhora da perfusdo sistémica e
regional. No entanto, deve-se monitorizar regionalmente a perfuséo tecidual

para assegurar que houve restauragao do fluxo em todos os orgéos 100
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5.3 PERFUSAO TECIDUAL

A avaliagdo de perfusao tecidual se faz fundamental em qualquer

avaliacao de sepse com ou sem choque séptico. O choque quando ocorre, é
caracterizado por uma redugao, absoluta ou relativa da oferta de oxigénio aos
tecidos, secundario a graves disturbios perfusionais. O evento final do
processo € a disfungdo organica, principal causa de morte nesta populagéo.
Desta forma, a avaliacado de perfusao tecidual em pacientes com diagndsticos
de choque, esta incorporada a novos principios, que vao além da hipotensao
arterial e mais para um estado de inadequada oxigenagao tecidual'*".
Tendo esta definicdo como norteadora da avaliagao, a perfusao tecidual pode
ser conceituada, segundo Silva et al., como o produto do fluxo capilar pelo
contetido de nutrientes e de oxigénio oferecido aos tecidos'®'. Portanto duas
variaveis sao importantes: fluxo e conteudo de oxigénio. Para este estudo,
manteve-se oferta padrao de oxigénio durante o tempo cirurgico para todos
os grupos, sendo que as diferengas ficaram a cargo apenas da doenga
sepse, deixando o fluxo como a variavel a ser estudada diretamente e o
conteudo de oxigénio estudado de forma indireta através da concentracao
sérica de hemoglobina a despeito das alteragcbes préprias do conteudo de
oxigénio™".

A disfungao hepatica pode ser consequéncia direta da infecgao, do
choque, da ativacédo da resposta sistémica, da insuficiéncia microcirculatéria
persistente, ou até mesmo de efeitos colaterais do tratamento instituido. As
alteracdes hepaticas induzidas pela sepse envolvem varios tipos de células
hepaticas, como as células de Kupffer, hepatocitos e células do epitélio
sinusoidal, além de neutrdfilos ativados que juntos vao levar a producao de
enzimas com potencial destrutivo, radicais livres e toda a cadeia de resposta
que se segue™.

A reducdo de perfusdao parece ser 0 mais importante evento
inicializador da disfuncdo hepatica primaria. Para isto ocorrer, se faz
necessario a reducao do fluxo portal, bem como, da artéria hepatica. A
reducao do fluxo da artéria hepatica € principalmente causado pelo baixo
débito cardiaco. A redugao do fluxo portal é provavelmente secundaria a

reducdo do fluxo mesentérico secundario a vasoconstricdo da artéria
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mesentérica. Estes dados mostram que a disfuncdo hepatica ocorre mesmo
em auséncia de hipoperfusdo, sendo este um achado mais tardio em relagao
ao choque séptico®.

O figado é vulneravel as redug¢des no aporte de oxigénio causada pela
sepse, que por sua vez amplifica a resposta inflamatéria culminando com a
Sindrome de disfungdo de multiplos orgdos. No entanto, a reposi¢cao
volémica tem sido considerada essencial para restaurar o aporte de oxigénio
na regido esplancnica e prevenir o comprometimento cardiovascular. A
reposi¢cao volémica precoce resulta em beneficios transitérios em fungéo do
dano capilar e da redistribuicdo do volume infundido para o espaco
extravascular. Por meio da monitorizacdo do fluxo hepatico € possivel
controlar a reposicao volémica e evitar a manutencdo da hipoperfusao
regional, quando variaveis sistémicas de oxigenacdo parecem adequadas’’.

O fluxo hepatico semelhante entre os grupos neste estudo é resultante
do curto periodo de baixo fluxo, desde a LPC até o fim do experimento com
reposigdo volémica precoce amenizando as alteragdes', da irregularidade
na distribuicdo do fluxo sanguineo aos orgdos na sepse’’ e da deterioragdo

hepatica na sepse so ser significativa tardiamente®.

A reducao do fluxo sanguineo portal na sepse € bem documentado e
pode chegar a 45% do valor basal®’. Da mesma forma, é bem estudada a
resposta a reposigao volémica com aumento acentuado do fluxo sanguineo
portal, porém transitorio com uso de solugdo salina de cloreto de sodio
0,9%’. O mesmo ocorre com o uso de solugéo de ringer lactato®%.

Ha estudos, porém, mostrando aumento do fluxo coronariano e
mesentérico-renal com sepse hiperdinamica, mas mostrando aumento da
producado do lactato, achado caracteristico de hipoperfusdo, contrastando

com o aumento do fluxo'.

O achado neste estudo, de fluxo renal menor com sepse sem qualquer
tratamento e maior na auséncia de sepse (grupo controle), evidencia a
disfuncdo renal que ocorre pela hipoperfusdo na sepse, atribuida ao dano
endotelial, trombose microvascular com alteracdo nos mecanismos
vasoconstritores e vasodilatadores renais *°*”. No inicio do processo séptico,

a hipoperfusdo e a lesdo inflamatéria resultam em insulto isquémico,
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19235 E necessario salientar que o

disfungdo glomerular e tubular rena
fluxdmetro a laser tem uma penetragdo de até 2 milimetros®, de forma que
os resultados obtidos correspondem ao fluxo cortical, sendo que na sepse
ocorre uma redistribuicdo do fluxo favorecendo o fluxo sanguineo medular.
Associado a isto, a agdo das endotoxinas levam a diminuicao da perfuséo
renal, mesmo na presencga de equilibrio hemodinamico relativo®.

Hiltebrand et al., em estudo com animais de experimentagao sépticos,

observaram diminuigdo de 44%, no fluxo sanguineo renal®

. Apés reposigao
volémica, o fluxo sanguineo no rim voltou aos valores de base, enquanto o
aumento do fluxo sanguineo sistémico aumentou trés vezes, sugerindo perda
da auto-regulagdo vascular renal e comprometimento severo da
microcirculagdo. Um estudo experimental com ratos mostrou que a sepse
causou redugao no fluxo sanguineo renal de 25% e o uso de solugao de
ringer lactato aumentou o fluxo sanguineo renal®?,

Williams et al., compararam o efeito do uso de solugdo de ringer
lactato com solugao de cloreto de sédio 0,9% e observaram que o uso de
solugéo de cloreto de sédio 0,9 % aumentou o intervalo de tempo até a
primeira diurese®®, provavelmente pelo aumento do cloro sérico que causa
diminuicdo do fluxo sanguineo renal e filtracdo glomerular, tendo como
consequéncia a retencgao de urina *'.

Estudos de avaliagdo do fluxo renal mostraram que mesmo com
aumento de até 50% no fluxo renal em sepse hiperdinamica, estes
apresentam aumento da creatinina, sugerindo que ha uma redugéo da taxa
de filtragcdo glomerular. Também se ressalta que a rapida evolugcdo da
disfungdo, em vigéncia de aumento de fluxo, sugere que a isquemia global
nao € a unica responsavel pela fase precoce de desenvolvimento da
insuficiéncia renal 2.

Hirano et al.”®, ao comparar o efeito da reposigcdo volémica com
solugao salina de cloreto de sodio 0,9% com solugédo de ringer com lactato
no rim em ratos, observou menor sequestro de neutréfilos com o uso de
solucéo salina isotdnica 0,9%.

Cervera et al.”?, descreve aumento do lactato apos uso de solugdo de

ringer com lactato, com diminuicdo da funcé&o renal e acidose metabdlica.
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A diferenga significatica encontrada entre o grupo submetido a LPC
sem tratamento e o grupo submetido a reposi¢cédo volémica com solucao
salina 0,9% e ndo com o grupo submetido a reposi¢gao com ringer com lactato
pode ser justificada pelo lactato resultante da infusdo de ringer acrescentado
ao aumento do lactato produzido pela faléncia do metabolismo celular, da
glicdlise, do piruvato e diminuigdo da excregao hepatica prejudicando a
funcao renal. Pode-se inferir que o aumento do sédio no grupo 2 influenciou
através do aumento do horménio antidiurético, promovendo retengao hidrica,
levando ao aumento de filtragéo glomerular.

Importante ressaltar as variaveis locais, regionais e sistémicas
envolvidas na perfusao tecidual, uma vez que existe distribuicdo desigual do
fluxo durante a instalagdo da sepse e da reposi¢cao volémica, bem como, nas
fases mais tardias da sepse, 0 que explica a auséncia de correlagao entre os

fluxos sanguineos hepatico e renal'’

. Porém, estudos com reposi¢do macica
no choque, ndo encontraram diferencas entre solugédo salina isotdnica e o
ringer lactato, com o hematdcrito, proteinas ou mesmo parametros

hemodinamicos que possam influir na perfuséo’.
5.4 HEMOGLOBINA

A avaliagdo da hemoglobina, como ja citado previamente, faz-se
importante por ser um condutor de oxigénio. A alteragao neste caso, pode ser
feita diretamente por alteracdo da hemoglobina, como indiretamente pelo
hematdcrito, ou mesmo pela hemacia em sua forma.

A dosagem da hemoglobina teve resultado semelhante entre os
grupos, resultante do curto intervalo de tempo entre a indugéo das sepse e a
coleta de sangue para dosagem da mesma. Algumas inferéncias porém,
podem e devem ser feitas a respeito das dosagens absolutas, onde a
auséncia de sepse mostrou maior hemoglobina, enquanto a menor ficou a
cargo da reposigdo com ringer lactato, porém, sem diferenga significante.

Estudos em ratos com sepse tém demonstrado, ora reducao direta da
dosagem da hemoglobina®, ora indireta através de alteracdes da

deformidade das hemacias®', ora nem diferenca mostram®'.
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Avaliagbes da reposi¢cdo volémica em um modelo experimental de
sepse, tém mostrado aumento da hemoglobina apds a indugédo da sepse e
diminuicdo transitéria apés a reposi¢cao volémica, sugerindo aumento da
permeabilidade vascular na sepse com redistribuicdo do liquido infundido e
manutencdo da hipovolemia®’. Qutro autor, na analise sanguinea de ratos
submetidos a um modelo animal de sepse nao letal, induzida por puncao e

ligadura cecal, constatou diminuicdo de hemoglobina 3.

5.5 HEMATOCRITO

Baskurt et al., ao avaliarem a deformidade das células vermelhas,
usaram trés grupos: controle (ndo submetido a nenhum procedimento),
laparotomia e laparotomia associado a LPC*°. Ao dosarem a hemoglobina, a
mesma apresentou valores superiores ao controle em todos os grupos,
sugerindo hemoconcentragao. Baskurt mostrou também aumento do
hematocrito e redugdo das hemacias apods seis horas sem diferenca
significativa e apds dezoito horas com diferencas importantes. Neste estudo,
Baskurt encontrou aumento da deformidade das hemacias na sepse apoés
seis horas.

Remick et al., mostraram a ocorréncia de queda das hemacias em
LPC, em quatro horas com posterior estabilizagao'®.

O estudo de Svensén et al., assim como os estudos citados, mostram
um comportamento dindmico com reposigdo volémica’®. Svensén mostrou
aumento e reducao intercalados em varios parametros. Esta avaliagédo pode
sugerir que este estudo teve as alteragdes limitadas pela brevidade do
procedimento entre o inicio e o fim do mesmo.

Lam et al., ndo encontraram alteragdes da dosagem de hemoglobina,
como neste estudo, porém houveram manifestagdes microvasculares como:
reducdo da densidade de hemacias nos capilares perfundidos, aumento da
heterogeneidade das hemacias nos capilares e aumento do espago entre os
capilares (edema?).

A dosagem do hematécrito ndo apresentou diferencga estatistica entre
os grupos. Apesar de nao haver diferenca estatistica € sensivel a diferenga

absoluta nos niveis de hematdcrito entre os grupos 2 e 3, que apresentaram
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reposi¢ao volémica e ficaram com o menor hematdcrito comparados ao grupo
4, o grupo controle ficou com o maior hematdcrito.

O tempo nao parece ter sido aqui uma influéncia importante, uma vez
que ha estudos comprovando alteracdes em até trés horas’. Ficando
portanto, apenas a hemodiluicdo ocorrida nos grupos 2 e 3 pela reposigao
volémica, o grande responsavel pelas diferengas entre os niveis de
hematdcrito, embora ndo haja diferenga significante. Argumento este usado
nos estudos de Baskurt et al.,, que teve aumento do hematdcrito quando
comparado ao grupo controle provavelmente por hemoconcentracdo, uma

vez que ndo teve alteragdo da concentracdo da hemoglobina corpuscular®.
5.6 LEUCOCITOS

A leucopenia encontrada neste estudo € condizente com os trabalhos
a seguir, e em tempos diferentes como 2h*, 6h*°, 18h°°, 24h**. O mesmo
achado de leucopenia na sepse sem reposicdo volémica também é
encontrado em outros estudos, embora mais proeminente com um intervalo
de tempo maior®™®. Um modelo experimental com indugdo de peritonite por
LPC seguida de reanimagao volémica determinou mortalidade de 90% dos
ratos, com diminuicdo no nimero de leucdcitos'%.

Ao analisarem a deformabilidade das células vermelhas, Baskurt et al.,
usaram trés grupos: controle (ndo submetido a nenhum procedimento),
laparotomia e laparotomia associado a LPC, e encontraram diminuigdo no
numero de leucocitos no grupo com sepse, sendo mais proeminente apos
18h, porem houve aumento de leucdcitos em seis horas.

Com o objetivo de avaliar a auséncia de letalidade pos LPC em um
estudo experimental, Ebong et al., analisaram o numero de leucdcitos e
encontraram redugao em 24h pos LPC as custas dos neutrofilos, monécitos e
linfécitos®®. J& Law et al., observaram leucopenia 2h apos inducdo da sepse
em ratos e a mesma permaneceu por 24h*. Estudos de Araujo Filho et al.,
mostraram que os leucdcitos apresentaram elevagdo no grupo controle sem
sepse®*.

O achado de diferenga entre a presenca e auséncia de sepse, sem

relacdo aparente com a reposicdo volémica, pode ser explicado pelo pouco
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tempo de choque e reposi¢céo volémica precoce, mas de forma subjetiva, pois
0s numeros encontrados nao permitem conclusdes precisas e os achados
divergem da literatura, como no estudo de Arauijo Filho et al.>* Este observou
aumento no numero de leucdcitos em ratos, submetidos a laparotomia
associada a LPC e reposigéao volémica com solugao de ringer lactato, quando

comparados aos grupos submetidos a laparotomia isolada®.
5.7 NEUTROFILOS

Dentro da avaliagao dos leucdcitos € importante avaliar os neutréfilos,
tendo em vista sua importancia na resposta inflamatéria do hospedeiro, como
ja mencionado no capitulo referente a revisao de literatura.

A dosagem dos segmentados nao apresentou diferenca significativa
entre os grupos. Outros autores, na analise sanguinea de ratos submetidos a
um modelo animal de sepse nao letal, induzida por LPC, constataram
diminuicdo dos neutrdfilos A indugdo de peritonite por LPC seguida de
reanimacado volémica mostrou diminuicdo de neutrdfilos'%°%, Ja, Aratjo Filho
et al., ao compararem laparotomia com laparotomia associada a, LPC e
reposi¢cao volémica em ratos tiveram um aumento no numero de neutréfilos.

Estudos com o mesmo modelo de sepse normovolémico, apesar de
nao mostrarem diferenga da hemoglobina, apresentaram linfopenia de até
60% e neutropenia de até 80%>'. Esta neutropenia ocorre de forma tdo
precoce, quanto a reducdo de hemacias e de linfocitos em 04 horas'®.

A neutropenia ndo tem sido um achado constante na literatura. Araujo
Filho mostra claro aumento de neutréfilos em até 50% e de leucdcitos 30%,
associado a uma queda de eosindfilos de 75% e linfocitos 70%>*. Ja, Kreimer
et al., mostraram n&o haver diferencas entre animais com sepse, com e sem
reposicdo e em animais sem agresséao alguma'%.

Apesar dos estudos serem controversos em relagdo a contagem
absoluta de neutrdfilos, a sua funcdo € muito bem esclarecida e pode explicar
outros achados na resposta a sepse. Klebanoff et al., mostraram in vitro, que
o neutrdfilo ativado pelo TNF-a tem aumento da fagocitose em até 60
minutos, com aumento da degranulacdo e liberacdo de radicais de

peroxido'®.
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O efeito de ativacdo mostrado por Klebanoff et al., pode ser o
responsavel por sua ativacdo, promovendo aderéncias sobre as células
endoteliais e tornando-se uma das provaveis causas de reducao de fluxo por
lesdo microvascular na sepse’®. O mesmo processo de lesdo endotelial por
neutrofilos foi observado por Smedly et al., a partir de duas horas de
estimulo séptico'®. Seu estudo deu principal suporte para a teoria de que a
lesdo endotelial € mediada por neutréfilos e pode ocorrer por varios
mecanismos e de forma indireta pode ser co-responsavel por um importante

papel na génese da lesdo vascular na sepse.
5.8 LINFOCITOS

Quando comparados, o0s grupos nao apresentaram diferenca
significante na dosagem dos linfécitos. Em um estudo de Ebong et al., a
analise sanguinea de ratos submetidos a um modelo animal de sepse néo
letal, induzida por puncdo e ligadura cecal, constatou-se diminuigdo dos
linfécitos (5,1 + 0,4 x 10%)°*. O mesmo foi constatado por outros autores'®. A
diminuicdo de linfécitos também foi evidente em um estudo experimental de
Araujo Filho et al., quando compararam laparotomia com laparotomia
associado a LPC e a reposicédo volémica®.

Os polimorfonucleares sao importantes na resposta inflamatéria, a
marcante reducao de linfocitos, observada por Ebong et al., em sua revisao,
representa diminuicdo da producdo de novas células e o aumento da
necessidade de repor os linfocitos apoptéticos dos tecidos periféricos 24h pés
LPC®,

5.9 PROTEINAS PLASMATICAS TOTAIS

Os grupos 2 e 3, submetidos a reposicdo volémica apresentaram
diferenca estatistica quando comparados aos grupos 1 e 4. A diminuigdo de
proteinas plasmaticas totais nos grupos 2 e 3, pode ser explicada pela
reposicao volémica que em individuos com infec¢gdo ou dano severo leva ao

aumento do volume plasmatico, com hipoalbuminemia dilucional®’.
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A hipoalbuminemia que ocorre na sepse de forma significativa e
precoce de até trés horas®', ainda ndo totalmente explicada e o curso da
albumina apdés uma lesdo-estimulo € incerto e n&o muito bem
documentado®®.

A hipoalbuminemia pode ser explicada parcialmente, pelo efluxo de
plasma do intravascular que ocorre na sepse de forma precoce®®. Também se
destaca o papel do retorno linfatico na distribuicdo das proteinas. A dilui¢cao
também esta envolvida®®"°.

O retorno a niveis normais nao foi avaliado neste estudo por estar fora
de propdsito, mas € descrito na dependéncia da retomada de producgao,
ocorrendo em até dez dias®®.

Na fase tardia da sepse, a albumina esta preferencialmente localizada
no espacgo extravascular e é perdida pelo organismo pelo balango negativo
entre sintese e catabolismo®. Silva et al., em estudo que avaliava o perfil
eletroforético das proteinas em criangas com perfil compativel com processo
inflamatdrio, encontraram a concentragcdo de proteinas plasmaticas em 7,0
g/dL, valor dentro da média de referéncia, provavelmente pela compensacao
entre as fragdes, uma vez que a concentragao de albumina esta diminuida e
das globulinas esta aumentada®”.

As alteragdes observadas nas proteinas de fase aguda tém o objetivo
de restaurar a homeostase apés uma lesao, necrose tecidual ou infecgoes e
embora o padrao de resposta das proteinas individuais possa diferir em
relacdo ao tipo de doenga, as alteragbes observadas nas concentracdes

plasmaticas sdo geralmente indicadoras de infecgao®’.

5.10 TNF-a

Na ultima década inumeros marcadores tém sido sugeridos para o
diagnostico precoce da sepse, dentre os quais esta a dosagem sérica do
TNF-a °', que é detectavel em 54% dos pacientes com sepse.
Frequentemente relacionado a sepse, o TNF-a atinge o pico plasmatico em
até quatro horas'® embora aumentos consideraveis possam ser observados

103

em até duas horas ™. O aumento precoce (01 a 4h apos LPC) das citocinas

no soro parece estar associado a ativagdo de polimorfonucleares
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7193 0 aumento do TNF-a parece ocorrer independente do

peritoneais
nimero de perfuracdes em estudos com LPC®, assim como, parece ser
independente do numero de bactérias nas culturas, embora o nivel de outras
citocinas e principalmente de TNF-a pareca ter correlacdo direta com a
gravidade da infecgdo e da sepse’. Porém, a grande dificuldade na analise
dos niveis séricos de TNF-a estd em se estabelecer o momento exato do
inicio da sepse’. Ashare et al., mostraram picos de TNF-a no figado, muito
antes dos picos séricos, mostrando que a inflamagdo comega antes da
elevacdo do TNF-a sérico’. A presenca precoce do TNF-a no figado é
seguida de marcante producdo de agentes mediadores anti-inflamatérios e
consequente transicdo para um “estado” anti-inflamatorio’.

A presenca de bactérias nos tecidos ativa a produgao de mediadores
inflamatdrios, levando o macréfago a produzir TNF-a e IL-1. Estes
mediadores vao ativar as células endoteliais e os neutréfilos, causando
repercussdes sistémicas™.

Alguns minutos apos ocorrer a ativagao pelo TNF-a, ocorre a
marginagcao dos monocitos e neutréfilos com aumento da adesividade
endotelial e promovendo a formagao de agregados de neutrofilos e migracao
de mondcitos e neutrofilos para o espaco extravascular .

Quando avaliada a média dos grupos com relagcédo ao TNF-a, nao
houve diferenca estatistica em fungao da variacdo dos dados, dando grande
amplitude de desvio padrao. Porém a média no grupo 4 foi bem menor que
nos grupos 1 e 2.

O aumento no TNF-a foi proporcional a diminuicdo do numero de
leucdcitos, refletindo uma maior relagcdo com a atividade inflamatéria. Os
titulos de TNF-a apés LPC sao baixos e refletem a dinamica da sepse em
humanos'. Em um estudo, Ebong et al., ao obterem titulos de TNF-a
plasmatico baixo (< 70 pg/mL), ou seja, presente em baixas concentragdes
(29 £ 9 pg/mL) relatam que o TNF-a é produzido precocemente na resposta
inflamatdria e que o pico do TNF-a deve ter ocorrido antes da mensuragao®.
Titulos baixos de TNF-a também foram observados por Remick et al., que
relataram aumento gradual do TNF-a oito horas apds LPC'®.

Ao avaliarem os efeitos da LPC associado a reposicéo volémica com

solucédo salina de cloreto de sddio 0,9%, na liberacdao das citocinas nos
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estagios iniciais da sepse Ayala A et al., observaram aumento significativo do
TNF-a uma hora apés LPC, diminuindo a seguir a niveis ndo detectaveis'”’.
No entanto, o uso de solucdes cristaléides isotbnicas nio parece ter efeito na
modulacdo da liberacdo do TNF-a induzida pelo choque'®. Gurfinkel et al.,
relataram niveis de TNF elevados mesmo apods tratamento com solucdo
cristaldide isotonica’®.

A relagao inversa encontrada entre o TNF-a e o numero de leucdcitos
condiz com o trabalho de Law et al.,, em que a sepse causa leucopenia e
aumento do TNF-a, havendo relacéo entre os dois**.

Alguns fatores podem interferir na interpretagdo do TNF-a: a) o teste
usado para detectar a presenga de material imunologicamente reativo pode
estar ou nao biologicamente ativo; b) receptores soluveis circulantes ou
inibidores podem se ligar a citocina e neutralizar sua atividade bioldgica e
podem ou nao interferir no estudo imunoldgico; c) outros fatores plasmaticos
podem interferir com o teste das citocinas'™. Muitos estudos clinicos em
pacientes sépticos relataram pequena elevagdo ou niveis indetectaveis de
TNF-a %,

Araujo Filho et al., avaliaram a resposta do hospedeiro quanto a
citocinas, em ratos wistar submetidos a laparotomia apés LPC, 30 minutos
apo6s o procedimento, e obtiveram aumento no TNF-a dosado no liquido
intraperitoneal (por ELISA)**. A peritonite bacteriana resulta em baixos niveis
séricos de resposta do TNF-a com pico menor que 500 unidades por mL.
Bagby et al., com base em seus estudos prévios consideraram que o TNF-a
deve ser produzido em grande quantidade, mas fica confinado ao sitio de
infeccao'®. Com base nestas informacdes e em um experimento que avaliou
o TNF-a no lavado do liquido peritoneal, observaram o pico de TNF-a com
duas horas em torno de 1000-2000 unidades e retorno a baixos niveis em
seis horas. O TNF-a pode ter efeito benéfico ou deletério no hospedeiro
durante a infeccdo. O que predominara sera determinado pela condi¢cao
subjacente do hospedeiro, a localizagéo e o tipo de infecgdo e a magnitude
da resposta do hospedeiro. Como muitas infecgdes sao localizadas, o TNF-a
deve frequentemente ter agcdo sinérgica com outros mediadores iniciando a

resposta do hospedeiro no sitio de infeccao.
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Em estudo de Cannon et al.,, os niveis de TNF-a em pacientes
sépticos foi de 119 + ou — 30 pg/mL e se relacionou com a severidade da
doenca'®, enquanto pacientes saudaveis apresentaram titulos de 73 + ou —
8pg/ml. O mesmo foi encontrado por Pinsky et al. ao avaliarem os niveis de
citocinas em pacientes com choque séptico, sugerindo que o TNF-a foi

produzido em excesso, e ou, pouco metabolizado®.

5.11 CONSIDERAGOES FINAIS

A reanimagdo na sepse € um processo continuo, enquanto este
estudo mostrou um protocolo pontual na reposicdo volémica, sem
intervencgdes adicionais. O curto intervalo de tempo de observagédo tornou
dificil avaliar o impacto do regime de reanimagdao volémica, no
desenvolvimento de disfungao de multiplos 6rgaos e sepse.

O curto intervalo de tempo entre a indugcdo da sepse e a coleta de
sangue determinou que os niveis semelhantes de hemoglobina, hematdcrito,
linfocitos e neutréfilos segmentados, ndo tenham se diferenciado.

As alteragdes anatomopatoldgicas encontradas no figado, no pulméo e
no rim sao inespecificas e podem ser explicadas pelo trauma cirurgico, pelo
uso de anestésicos. Um periodo maior de observacao talvez permitisse o
desenvolvimento de alteracbes mais especificas, porém ,também poderia
levar a um aumento da mortalidade.

A partir deste estudo e do levantamento bibliografico realizado,
podemos inferir que o sucesso no tratamento da sepse sera adquirido a partir
da reformulacdo de seu conceito, resposta do hospedeiro a infecgdo para
uma enfermidade especifica, caracterizada por patogenos individuais e
reconhecimento da vias de resposta do hospedeiro. Enquanto se perguntar
sobre a fisiopatologia da sepse, as respostas estardo mudando e estimulando

novos conhecimentos ™.
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6 CONCLUSOES

Nas condicbes do experimento a analise dos resultados permite

concluir que:

a)

b)

c)

d)

f)

O aumento no TNF na LPC é inversamente proporcional ao niumero de
leucécitos.

Os leucécitos diminuem de forma significativa na LPC nao tratada com
reposi¢ao volémica com solugao cristaldide isotbnica.

A reposicédo volémica ocasiona dminluicdo das proteinas plasmaticas
totais por dilicao.

Nao ha alteragdo do fluxo sanguineo hepatico 6 horas apds sepse
abdominal causada por LPC, mesmo apds reposigcao volémica.

Na sepse abdominal, 6 horas apds LPC, ocorre queda significativa do
fluxo sanguineo renal.

O fluxo sanguineo renal, na sepse abdominal, 6 horas apés LPC, tem
aumento significativo com a reposic¢ao volémica com solugao salina de

cloreto de sdédio 0,9%.
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