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RESUMO

Introducgao: a pentoxifilina possui propriedades imunoldgicas e inflamatodrias e,
pode ter papel imunomodulador capaz de modificar a resposta inflamatéria na
sepse. Objetivo: avaliar a resposta hemodinamica ao tratamento com pentoxifilina
na sepse experimental em ratos. Método: utilizaram-se 40 ratos machos, Wistar,
alocados em 4 grupos, cada um com 10 animais. Os grupos | e Il foram
submetidos a ligadura e puncao do ceco e submetidos a avaliagdo hemodinamica,
6 horas e 18 horas apo6s a cirurgia, respectivamente. Os grupos Il e IV, foram
submetidos ao mesmo procedimento cirurgico e em seguida receberam
pentoxifilina intra-venosa (50mg/Kg) e, apés 6 e 18 horas respectivamente,
realizou-se a avaliagdo hemodinamica. Foram realizadas as aferi¢des da pressao
arterial média (PAM), fluxo sanguineo hepatico e renal. Na analise estatistica
utilizou-se os testes t de Student e Kolmogorov- Smirnov. Valores de p< 0,05
indicaram significancia estatistica. Resultados: mostraram que nos grupos de 6
horas a PAM foi significativamente maior no grupo tratado com pentoxifilina
comparada ao que nao recebeu o tratamento (p= 0,001). Nao houve significancia
estatistica na PAM, fluxo sanguineo hepatico e renal nos grupos de 18 horas de
sepse tratados e né&o-tratados. Nos grupos nado tratados, a PAM foi
significativamente menor (p=0,034), nos animais com 18 horas de evolugao de
sepse. Nos grupos tratados com pentoxifilina, a PAM foi significativamente menor
(p= 0,013), nos animais com 18 horas de sepse. Conclusédo: o tratamento com
pentoxifilina aumentou a pressao arterial média na sepse precoce. Entretanto, n&o

exerceu o mesmo efeito na sepse tardia.

Descritores: Sepse. Pentoxifilina. Ligadura e pungéo do ceco. Ratos.



ABSTRACT

Introduction: pentoxifylline possesses immunological and inflammatory properties
and it may play immunomodulatory roles — able to modify the inflammatory
response in sepsis. Objective: to evaluate the hemodynamic response to treatment
with pentoxifylline in experimental sepsis in rats. Method: 40 Wistar male rats have
been used. They were divided into four groups, with 10 specimens each. Groups |
and |l were subjected to cecal ligation and puncture and underwent hemodynamic
evaluation at 6 and 18 hours after surgery, respectively. Groups Ill and IV
underwent the same surgical procedure and then received intravenous
pentoxifylline (50 mg/Kg). After 6 and 18 hours respectively, a hemodynamic
evaluation was held. MAP (Mean Arterial Pressure), and liver and kidney blood
flow rates were measured. Student's t-test and Kolmogorov—Smirnov tests have
been used in the statistical analysis. P values <0.05 were considered statistically
relevant. Results: outcome has shown that, in the 6-hour groups, MAP was
significantly higher in the group treated with pentoxifylline in comparison to the one
receiving no treatment (p = 0.001). There was no statistical relevance in MAP, and
in liver and kidney blood flow rates in both 18-hour groups of treated and non-
treated sepsis. In untreated groups, MAP was significantly lower (p = 0.034) in
specimens within 18 hours of sepsis onset. In the groups treated with
pentoxifylline, MAP was significantly lower (p = 0.013) in specimens within 18
hours of sepsis onset. Conclusion: the treatment with pentoxifylline has increased
MAP in sepsis with an early onset. Nevertheless it did not exert the same effect in

late sepsis.

Descriptors: Sepsis. Pentoxifylline. Cecal ligation and puncture. Rats.



1 INTRODUGAO

A inflamacdo ndo se refere apenas aos efeitos localizados, tais como
edema, hiperemia e infiltragdo leucocitaria, mas também a fendmenos sistémicos
como, por exemplo, febre e aumento da sintese de proteinas da fase aguda. A
resposta inflamatodria esta estreitamente inter-relacionada com o processo de
cicatrizacao e reparacao. Na verdade, a cicatrizacdo é impossivel na auséncia de
inflamagao. De acordo com isso, a inflamacédo esta envolvida em praticamente
todos os aspectos da cirurgia, porque a cicatrizacdo adequada de feridas
traumaticas, incisbes cirurgicas e varios tipos de anastomoses € inteiramente
dependente da expressao de um processo inflamatdrio rigidamente orquestrado e
bem-controlado™2.

A inflamacao €, fundamentalmente, uma resposta de protecdo que evoluiu
para permitir que as formas de vida superiores se livrem de agentes nocivos,
eliminem células necréticas e restos celulares e corrijam os danos orgéanicos e
teciduais. No entanto, os mecanismos utilizados para eliminar os microrganismos
invasores e destruir células desvitalizadas, como parte da resposta inflamatéria,
também podem ser nocivos para os tecidos normais. Dessa forma, a inflamacéao é
um grande mecanismo patogénico por tras de numerosas sindromes e doengas,
como a doenca inflamatdria intestinal e a sepse, com fundamental importancia na

pratica cirurgica’.



O inicio, a manutengao e o fim de uma resposta inflamatéria sdo processos
extremamente complexos que envolvem numerosos tipos diferentes de células,
bem como centenas de diferentes mediadores humorais™2.

O choque séptico € a manifestagao clinica de uma resposta inflamatéria
sistémica fora de controle. A sepse é a causa mais comum de mortalidade entre
pacientes que necessitam de cuidados de terapia intensiva. Acredita-se que a
incidéncia de sepse e choque séptico esteja aumentando, provavelmente como
resultado do progresso em muitos campos da medicina que difundiram a
utilizacdo de procedimentos invasivos complexos e de medicamentos
imunossupressores potentes. Além disso, aumento da populagdo idosa, uso
indiscriminado de antibidticos, utilizacao de métodos diagndsticos invasivos, de
monitorizagao e terapéuticos, influenciam na alta prevaléncia de complicagdes e
obito na sepse. A instabilidade hemodindmica verificada no choque séptico tem
como componente a redugao da perfusao de tecidos, que conhecidamente agrava
a sua morbi-mortalidade. Sabendo-se disso, a escolha precoce e correta da
terapia a ser instituida, incluindo o tipo e o tempo de administragao de fluidos, é
importante para que se aumente a taxa de sobrevida desses pacientes. Em virtude
da importédncia da sepse como problema de saude publica, tém-se realizado
estudos para melhor traduzir a compreensao da inflamacdo e dos mediadores
inflamatdrios, com o intuito de desenvolver agentes terapéuticos Uteis’ 4.

Diversos modelos experimentais de sepse e suas repercussoes clinicas tém
sido estudados, como a infusado intravascular de endotoxina ou bactéria viva, além
da ligadura e puncgao cecal, com peritonite bacteriana e com diferentes animais.

Entretanto, ndo reproduzem em exatiddo a complexidade heterogénea de



pacientes com sepses, e sua aplicabilidade pratica pode ser muitas vezes
questionada. Apesar das limitagdes, os modelos animais permanecem essenciais
no desenvolvimento de novas terapias para a sepse e o choque séptico, porque
fornecem informagdes fundamentais sobre a farmacocinética, toxicidade e
mecanismo de acdo das drogas que nao podem ser avaliadas por outros
métodos®®.

O reconhecimento de multiplos fatores implicados na sepse que tem
importante papel no desenvolvimento da faléncia de multiplos érgaos. A cinética
de dois mediadores precoces de resposta a sepse: fator de necrose tumoral
(TNF- a) e interleucina-6 (IL-6), como citocinas pro-inflamatorias, e suas
modulagdes com pentoxifilina (PTX) tém sido investigada™®.

Derivado da metilxantina, a PTX inibe a fosfodiesterase e afeta a circulagao
sanguinea. Melhora o fluxo sanguineo com aumento da flexibilidade dos eritrocitos
e leucécitos. Além disso, inibe a agregacao plaquetaria. Por fim, modula a
atividade imunoldgica com estimulo a produgao de citocinas anti-inflamatérias’”.

Mediadores inflamatérios endégenos, incluindo varias citocinas e ativagao
de neutrdfilos polimorfonucleares, sdo responsaveis pelas manifestagdes clinicas
de uma resposta inflamatéria aguda. A PTX modula a atividade anti-inflamatoéria e
diminui a mortalidade na endotoxemia aguda. Estudo com endotoxemia por
lipopolissacaride Escherichia coli e uso de PTX ( 25mg/kg ) mostrou diminuigéo
nos niveis de IL-10 e aumento de TNF-a'?2. Baseado no conhecimento da
patofisiologia do choque (isquemia) e ressuscitagdo (reperfuséo), a PTX pode
interromper a cascata inflamatoria e consequentemente diminuir o dano tecidual’3.

Multiplos estudos usando PTX séo sinal da eficacia da droga no tratamento de



diversas doencas. Na endotoxemia crbénica, com infusdo continua de
lipolissacaride e PTX ( 1mg/kg/h ) observou-se redugdo da injuria pulmonar
aguda’®. Logo, a pentoxifilina pode ter um importante papel imunomodulador

capaz de modificar a resposta inflamatoria sistémica na sepse ',



1.1 OBJETIVO

Estudar a resposta hemodinamica, através da medida da pressao arterial
média e fluxo sanguineo hepatico e renal, ao tratamento com pentoxifilina, na

sepse experimental em ratos.



2 REVISAO DA LITERATURA

Um passo fundamental é o uso de modelos animais para encontrar os
critéerios de sepse humana. Diversos modelos sédo descritos: infusdo endovenosa
de endotoxinas, infusdo endovenosa de batérias vivas, ligadura e pungao do ceco
(LPC), inoculagao intraperitoneal de bactérias fecais, inoculagao intraperitoneal de
Escherichia coli, entre outros®S.

A LPC induz ao quadro séptico em curto espago de tempo, inclusive com
relacdo direta entre o tempo de vida e o numero de perfuragdes realizadas no
intestino?°. O modelo reproduz a sepse com flora bacteriana diversificada, como
ocorre em humanos que desenvolvem quadros complicados de apendicite ou
diverticulite aguda. Este, talvez, seja o método que representaria a situagao clinica
mais préxima a peritonite em seres humanos®.

A LPC causa peritonite bacteriana com subsequente inflamacéao sistémica e
disfungcdo de 6rgéos. Observou-se, em estudo experimental em ratos, reducéo
significativa da pressao arterial e acidose metabdlica severa. Realizou-se cultura
de liquido peritoneal com crescimento bacteriano de bactérias gram positivas e
negativas. Logo, mimetizam o modelo clinico de sepse e opgao de modelo
cirurgico de sepse severa's.

A LPC é amplamente difundida como modelo experimental de sepse. A
avaliagdo da influéncia do tamanho da lesdo cecal na mortalidade, bacteremia,
endotoxemia e niveis de TNF- a, observou que a gravidade da sepse pode ser

facilmente modulada por meio da variagdo no tamanho da pung&o’®. Além disso, a



mortalidade de cada modelo pode ser ajustada individualmente conforme a
necessidade particular do experimento®20,

Dados de estudo de modelo experimental de sepse com LPC
demonstraram que o tamanho de ceco ligado € determinante na pesquisa. Estes
achados sugerem que o0s pesquisadores devem controlar rigorosamente a
distdncia do ceco ligado e o numero de puncgdes, para obtencédo de dados
paramétricos, com mortalidade e graus de inflamacao similares quando utilizar-se
deste modelo em ratos?°,

As células inflamatdrias representam importante papel na lesdo de érgaos-
alvo em sepse decorrente de peritonite. A deplecao das células de Kupffer e a
neutralizagao da interleucina-10 (IL-10) aumentam a expressao de citocinas e o
numero de células inflamatérias no pulmao, exacerbando a lesdo pulmonar na
sepse em modelo de peritonite com LPC em ratos?.

Diversos estudos tém sido realizados com o uso de PTX no tratamento do
choque hemorragico, como nova opg¢ao terapéutica de ressuscitagdo volémica,
inclusive com propriedades imunomoduladoras significantes??-3'. Inclusive quando
associada a solugdo salina hipertbnica mostrou diminuicdo na sintese de
mediadores pro-inflamatérios e sugere-se como nova estratégia de fluido?2.
Trabalhos mais recentes indicaram menor lesdo pulmonar na ressuscitacédo com
solucdo salina hipertdbnica em modelos de choque hemorragico, com hipoteses
variadas para este efeito, incluida a menor ativagdo da resposta inflamatodria,
principalmente quando foi associada a PTX232%-31 Estes dados também foram
observados quando a PTX é adicionada a solugdo de Ringer lactato?*. A

associagao de solugao salina hipertdnica a PTX atenuou o dano intestinal e



hepatico apos choque hemorragico observado através da afericdo da sintese de
mediadores proé-inflamatérios?5?7. A combinag&o de solugdo salina hiperténica e
PTX pode ser alternativa ao Ringer Lactato na ressuscitagdo no choque
hemorragico?®. Estudos experimentais mostraram que a PTX, associada a solugdo
salina hiperoncotica, produz efeitos hemodindmicos comparaveis a um volume
quatro vezes maior de solugdo cristaldide e provoca menor lesao tecidual
pulmonar. A modulagdo na ativagao de neutrofilos e a menor lesdo por isquemia-
reperfusdo sdo os motivos sugeridos para esta menor lesdo pulmonar?®-3t,
Entretanto, em estudo com porcos, a PTX nao exerceu papel clinico relevante, na
disfuncédo organica e sobrevida, durante a ressuscitagdo de modelo de choque
hemorragico e sepse abdominal?®.

A PTX tem metabolismo predominantemente hepatico, sendo inicialmente
utilizada em pacientes com claudicagao intermitente e doenca vascular periférica
com bom perfil de seguranga clinica®?. O uso do medicamento para este fim se
justificava pela agdo de relaxamento da musculatura vascular®® e alteragdes da
deformidade eritrocitaria mostrada no inicio dos trabalhos com o farmaco3*.
Entretanto, apds sua utilizagdo com este intuito, foi observado também que o
medicamento possuia propriedades anti-inflamatdrias e imunolégicas importantes,
com os primeiros estudos nesta linha demonstrando seus efeitos sobre a redugéo
da migragdo de neutrofilos e hiper-reatividade leucocitaria®>¢. Estes estudos
também demonstraram que seu principal efeito anti-inflamatério se dava sobre a
resposta do tipo Th1, sendo o farmaco considerado um agente supressor da
producdo do TNF-a®’, uma das principais citocinas deste tipo de resposta

imunolégica. Além deste efeito sobre o TNF-a, posteriormente também foi



demonstrado sua agao sobre uma ampla gama de citocinas, sempre promovendo
a reducao (ao menos in vitro) de mediadores pro-inflamatérios e aumentando a
acao de citocinas anti-inflamatoérias, com aumento da IL-10, reducdo da IL-6 e
inibicdo da expressdo e atividade da PCR383° O mecanismo pelo qual a PTX
exerce este efeito imunoldgico ainda nao foi totalmente elucidado, mas, sabe-se
que tem atuacao sobre a transcrigdo proteica de citocinas pro-inflamatoérias, como
sugerido por trabalhos que analisaram a expressao do RNA mensageiro do TNF-a
em ratos*°. Além deste, o efeito anti-citocina da PTX também é exercido em parte
pelo aumento do monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) intracelular, que
provoca uma inibigdo na apoptose celular*'. Clinicamente, a exploragdo da acéo
imunomoduladora da PTX se deu apenas nos ultimos quinze anos. O primeiro
trabalho a utilizar o medicamento com este fim foi na redugdo do processo
imunolégico de pacientes com esclerose multipla, no qual os autores
demonstraram que o farmaco modulou a resposta em dire¢ao a resposta tipo Th2
com redugéo do TNF-a e da IL-12 e, aumento da IL-10 e da IL-442,

Em modelo experimental de sepse induzida por LPC em ratos, a PTX
aparece como fator modulador na producgédo sistémica de citocinas e pode ter
acdo fundamental no tratamento da sepse’®. Apés 6 horas do procedimento,
houve aumento de IL-6 em todos os animais, com declineo apdés 18 horas. Os
niveis de TNF-a e IL-6 foram significativamente maiores no grupo submetido a
LPC comparado aos animais tratados com PTX. Entretanto, a presséao arterial ndo
sofreu influéncia da acdo da PTX. Conclui-se que a PTX mostrou ser fator
atenuador na producédo de citocinas pré-inflamatorias sistémicas neste modelo de

sepse, e sugeriu como opgao terapéutica de manejo clinico®.
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A administracdo da PTX em baixas doses reduziu a produgado de citocinas
no intestino e no figado de ratos em modelo de sepse com peritonite aguda. E,
esta reducao na produgéao de citocinas (IL-6) pode estar associada ao aumento da
sobrevida destes animais*3.

A administracdo de PTX anterior a inoculacdo de Escherichia coli
intraperitoneal, com o objetivo de observar seu efeito protetor, reduziu
significativamente as alteragdes funcionais na inflamagéo pulmonar na sepse
induzida em ratos*445,

A infusdo de PTX reduziu a lesdo pulmonar aguda na endotoxemia crbénica
causada pela exposicdo crbénica de lipopolissacaride, representada pela
modulagéo da sintese de citocinas pré-inflamatoérias (IL-6)'. Esta regulagao foi util
na prevencgao da deterioragao da fungdo hemodinamica e cardiovascular durante a
progressao da sepse polimicrobiana, em estudo experimental realizado em ratos,
com LPC e administragdo de PTX intravenosa*® . Estes efeitos podem ser devidos
a inibicdo da liberacdo de TNF-a e da indugdo da sintese de Oxido nitrico em
modelo de endotoxemia (lipopolissacaride E. coli) em ratos, com protegcao da
faléncia circulatéria e aumento da sobrevida®’.

A isquemia da mucosa intestinal esta presente na sepse e na faléncia de
multiplos 6rgaos, causada pela vasoconstrigdo e hipoperfusdo da microcirculagao
intestinal. A PTX preveniu a vasoconstricdo e preservou o fluxo sanguineo
microvascular intestinal, avaliado por videomicroscopia, na sepse hiperdinamica,
em ratos com bacteremia causada por Escherichia coli “8. Entretanto, outro
estudo, com LPC, vai de encontro ao anterior. Os autores referem que a PTX n&o

previne a lesdo microvascular em ratos sépticos normotensos. Ocorre aumento da
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permeabilidade vascular dos 6rgéos intra-abdominais, e, a PTX aparece como
fator atenuador das manifestagbes sistémicas na sepse. Porém, ndo evita o
desenvolvimento do edema tecidual®®.

Além disso, diversos efeitos da PTX sédo estudados, entre eles, como a
influéncia na supressdo da coagulagao intravascular disseminada na endotoxemia
e na resposta vasomotora do fluxo sanguineo renal na bacteremias%51,

Em experimento com sepse polimicrobiana, com LPC em ratos, a PTX
mantém a fungao hepatocelular e performance cardiaca na sepse precoce (fase
hiperdindmica da sepse)®?.

Ha evidéncias que a PTX previne a transicdo da resposta hiperdinamica,
fase precoce, para hipodindmica, fase mais tardia da sepse, por meio de
manutencdo da estabilidade hemodinamica, inclusive com diminuicdo da
mortalidade, em estudo experimental com LPC%3,

Além disso, a PTX reduziu a translocacdo bacteriana apds obstrucao
intestinal, por ligadura proximal a 1 cm da valvula ileo-cecal, observada em
culturas bacterianas de tecido hepatico, em estudo experimental em ratos®.

O uso de PTX para tratamento de sepse e enterocolite necrotizante em
neonatos mostrou que, associado a antibidticos, diminuiu a mortalidade, sem
efeitos colaterais®®’. A PTX inibe a fosfodiesterase, aumentando as
concentragdes de AMPc intracelular, resultando em redugcdo no acumulo de
citocinas, especialmente TNF- a. Estudo europeu multicéntrico, duplo-cego,
randomizado, com 100 recém-nascidos, demonstrou reducdo da mortalidade de
prematuros com sepse que receberam pentoxifilina, 5mg/kg/h por 6 horas, em 6

dias consecutivos®®.
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Em estudo duplo-cego randomizado placebo-controlado, 27 pacientes com
sepse receberam pentoxifilina (1mg/Kg continuo, no maximo 1800mg/d). Para 24
pacientes foi administrado solugcao salina. A administracdo continua de PTF
influenciou beneficamente a disfungdo cardiopulmonar, sem efeitos adversos.
Entretanto, ainda sdo necessarios estudos para avaliagdo de seu uso na
repercussdo sistémica de pacientes com sepse grave®®. Além disso, estudos
experimentais podem determinar a eficacia da PTX como droga adjuvante na

ressuscitagao do choque hemorragico e séptico.
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3 METODO

Foram utilizadas as dependéncias do laboratério de Técnica Operatoria e
Cirurgia Experimental (TOCE) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUCPR) para realizacdo deste estudo experimental, com registro do projeto no
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) n° 539, aprovado em reunido em
27/05/2010. O procedimento demandou a utilizagdo de 40 ratos Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Rodentia mammalia), machos, com idade entre 100 e 130 dias
e peso entre 238 a 330g, provenientes do Biotério da PUCPR, sendo mantidos no
Laboratério da Disciplina de TOCE em caixas numeradas e padronizadas para a
espécie, com numero maximo de cinco ratos por caixa, sob temperatura e
luminosidade controlados, recebendo agua potavel e ragdo padrdo comercial em

regime livre.

3.1 GRUPOS DE ESTUDO

A amostra foi dividida em 4 grupos, cada um com 10 ratos, locados
aleatoriamente. Foram excluidos os animais que morreram ou com defeito técnico
ao preparo do modelo.

Grupo | (n=10): cada um dos animais foi submetido a ligadura e pungao do

ceco (LPC). Apos 6 horas do procedimento cirurgico, foi realizada a avaliagéo
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hemodinadmica, através da afericdo da pressdo arterial média (PAM), fluxo
sanguineo hepatico e renal. Apos as aferigdes, os animais foram sacrificados.

Grupo Il (n= 10): os ratos foram submetidos ao mesmo procedimento, e,
apos 18 horas, realizou-se a avaliagdo hemodinamica. Em seguida, os animais
foram submetidos a eutanasia.

Grupo Ill (n= 10): nestes animais, apdés serem submetidos a ligadura e
puncao cecal, foi administrado pentoxifilina (50mg/Kg) intravenosa (IV). Apos 6
horas do procedimento cirurgico, foi realizada a mesma avaliagdo hemodinamica.
Apods as afericdes, os animais foram sacrificados.

Grupo IV (n= 10): os ratos foram submetidos ao mesmo procedimento, e,
posteriormente tratados com pentoxifilina. Apés 18 horas, realizou-se a avaliagao
hemodinamica. Em seguida, os animais foram sacrificados.

O Grupo | foi denominado: 6 horas sem pentoxifilina, e o Grupo Il, 18 horas
sem pentoxifilina. Os Grupos Ill e IV, foram denominados, 6 e 18 horas com

pentoxifilina, respectivamente.

3.2 TECNICA OPERATORIA

Precedendo ao procedimento cirurgico, todos os animais tiveram seu peso
aferido em balanga Precision Standard Ohaus. A seguir foram numerados e
identificados. Para indugdo e manutencdo anestésicas utilizou-se ketamina
(90mg/kg) e xilasina (10mg/kg) intra-muscular. Apds a indugao anestésica, os
animais foram posicionados em decubito dorsal, e fixados as pranchas cirurgicas.

Foi feita tricotomia abdominal, antissepsia da regido operatéria com alcool iodado
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e colocagao de campo cirurgico fenestrado. Realizou-se laparotomia mediana de
aproximadamente 3 cm. Procedeu-se a ligadura parcial do ceco, com fio de
algodao 3-0, imediatamente abaixo da prega triangular ileo-cecal, com o objetivo
de aumentar a pressdo dentro deste segmento do intestino, sem provocar
isquemia e a permitir o transito livre do conteudo do intestino delgado para o
intestino grosso. Em seguida, perfurou-se o ceco, em 3 pontos aleatérios
equidistantes, com agulha de puncdo venosa 40x12. Reduziu-se o conteudo
abdominal para dentro da cavidade peritoneal. Realizou-se a sintese da parede
abdominal com sutura em chuleio continuo com fio monofilamentar 3-0, em 2

planos: peritdbnio-musculo-aponeurético e pele.

3.3 ADMINISTRAGAO DA PENTOXIFILINA

Para a administragcdo de solugcao realizou-se a puncdo da veia dorsal do
pénis com seringa e agulha de insulina. Apds o procedimento cirurgico, 0s grupos
6 horas e 18 horas com pentoxifilina receberam pentoxifilina 50 mg/Kg IV. Apds a
recuperagao anestésica, todos os animais foram devolvidos as suas gaiolas, com

acesso a agua e ragao padrao comercial ad libitum.

3.4 AFERICAO DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA

Apos 6 e 18 horas do procedimento cirurgico e administragdo da

pentoxifilina, conforme a divisédo dos grupos, procedeu-se a afericdo da PAM.
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Para indugdo e manutencédo anestésicas utilizou-se ketamina (90mg/kg) e
xilasina (10mg/kg) intra-muscular. Apods a indugéo anestésica, os animais foram
posicionados em decubito dorsal, e fixados as pranchas cirurgicas. Realizou-se
tricotomia da face ventral da pata esquerda traseira, antissepsia da regiao
operatéria com alcool iodado e colocagdo de campo cirurgico fenestrado.
Realizou-se inguinotomia longitudinal esquerda, de cerca de 2 cm, na regido
superior do membro. Procedeu-se a dissecgao e reparo dos vasos femorais, com
fio de algoddo 3-0. A artéria femoral foi cateterizada com abocath® n° 24,
conectado a um transdutor do poligrafo da Bese. Apos a afericado da PAM, retirou-

se o cateter e realizou-se a ligadura proximal e distal da artéria femoral.

3.5 AFERIGCAO DO FLUXO HEPATICO E RENAL

A avaliagdo do fluxo sanguineo hepatico e renal realizou-se através da
aferigdo com o aparelho Laser Flow Blood Perfusion Monitor (Vasamedics).

Procedeu-se a abertura dos pontos da laparotomia anteriormente realizada.
O probe do aparelho foi posicionado sobre parénquima hepatico, para afericdo do
fluxo sanguineo. Apds foi posicionado sobre o rim esquerdo, para obtengado do

fluxo sanguineo renal.
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3.6 EUTANASIA

Apods a avaliagdo hemodinamica, os animais foram submetidos a eutanasia

por exsanguinacgao, através de puncgao cardiaca.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos das variaveis observadas no estudo foram descritos
por médias, medianas, valores minimos, valores maximos e desvios padrdes. Para
a comparagao dos grupos definidos pelo tratamento (com ou sem pentoxifilina) e
pelo momento de avaliagédo (6 ou 18 horas) em relagdo ao peso, foi considerado o
teste t de Student para amostras independentes. Essas comparacdes em relagao
as variaveis PAM, fluxo hepatico e fluxo renal foram feitas usando-se um modelo
de analise de covariancia (ANCOVA) considerando-se 0 peso como co-variavel. A
condicdo de normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram

analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Comparagao dos grupos definidos pelo tratamento, dentro de cada momento

de avaliagao

Para as variaveis PAM, fluxo hepatico e fluxo renal, testou-se a hipotese
nula de que a média é igual nos dois grupos definidos pelo tratamento, versus a
hipotese alternativa de médias diferentes, controlando-se o peso (co-variavel)

Nas tabelas abaixo sao apresentados os resultados obtidos.

Tabela 1 - Momento de avaliagcdo da sepse: 6 horas

Variavel Tratamento n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor de p
padréo

PAM Sem PTX 10 66,1 69,5 28,0 83,0 15,4

Com PTX 10 70,3 70,5 59,0 86,0 8,2 0,001**
Fluxo Sem PTX 10 53,7 52,8 31,1 78,0 16,2
Hepatico Com PTX 10 48,6 44,8 29,5 88,0 18,1 0,074*
Fluxo Sem PTX 10 36,5 36,7 20,0 66,0 14,0
Renal Com PTX 10 42,6 45,5 16,0 75,0 16,7 0,666**

*Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05

**Analise de covariancia incluindo peso como co-variavel, p<0,05
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Tabela 2 - Momento de avaliagéo da sepse: 18 horas

Variavel Tratamento n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor de p
padréo

PAM Sem PTX 10 53,1 56,5 33,0 69,0 10,1

Com PTX 10 58,4 58,5 39,0 82,0 12,8 0,343**
Fluxo Sem PTX 10 37,2 29,9 16,3 84,0 23,5
Hepatico Com PTX 10 41,9 30,5 20,0 105,0 30,3 0,554**
Fluxo Sem PTX 10 27,7 27,6 9,0 440 14,1
Renal Com PTX 10 39,8 42,3 12,4 56,0 13,9 0,119**

*Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05

**Analise de covariancia incluindo peso como co-variavel, p<0,05

4.2 Comparagao dos momentos de avaliagdo, dentro de cada grupo definido pelo

tratamento.

Para as variaveis PAM, fluxo hepatico e fluxo renal, testou-se a hipotese
nula de que a média é igual nos dois grupos definidos pelos momentos de
avaliacao, versus a hipotese alternativa de médias diferentes, controlando-se o
peso (co-variavel)

Nas tabelas seguintes s&o apresentados os resultados obtidos.



Tabela 3 - Tratamento: sem pentoxifilina
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Variavel Momento n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor de p
padréo
PAM 6h 10 66,1 69,5 28,0 83,0 15,4
18h 10 53,1 56,5 33,0 69,0 10,1 0,034**
Fluxo 6h 10 53,7 52,8 31,1 78,0 16,2
Hepatico 18h 10 37,2 29,9 16,3 84,0 23,5 0,071**
Fluxo 6h 10 36,5 36,7 20,0 66,0 14,0
Renal 18h 10 27,7 27,6 9,0 44,0 14,1 0,088**
*Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
**Analise de covariancia incluindo peso como co-variavel, p<0,05
Tabela 4 - Tratamento: com pentoxifilina
Variavel Momento n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor de p
padréo
PAM 6h 10 70,3 70,5 59,0 86,0 8,2
18h 10 58,4 58,5 39,0 82,0 12,8 0,013**
Fluxo 6h 10 48,6 44,8 29,5 88,0 18,1
Hepatico 18h 10 41,9 30,5 20,0 105,0 30,3 0,848**
Fluxo 6h 10 42,6 45,5 16,0 75,0 16,7
Renal 18h 10 39,8 42,3 12,4 56,0 13,9 0,966**

*Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05

**Analise de covariancia incluindo peso como co-variavel, p<0,05
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5 DISCUSSAO

A sepse persiste como principal causa de morbidade e mortalidade em
pacientes operados e nas vitimas de trauma. Por vezes, o tratamento é
extremamente complexo, pois envolve a disfungdo de multiplos 6rgaos. Existem
inumeros fatores que influenciam na alta prevaléncia de complicagdes e 6bito na
sepse, entre eles: o aumento de pacientes em uso de medicamentos
imunossupressores, aumento da faixa etaria, antibioticos utilizados de maneira
errénea, propagacgao de métodos invasivos diagnosticos e terapéuticos’.

A interpretacdo errada de dados pré-clinicos e de estudos experimentais,
que muitas vezes ndao mimetizam a sepse humana, podem levar a falha no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, por nao apresentarem
aplicabilidade pratica eficaz®.

Diversos modelos experimentais de sepse sao descritos na literatura®2. A
LPC induz ao quadro séptico com flora bacteriana multipla, semelhante ao que
ocorre em humanos com abdome agudo inflamatério, como na apendicite e
diverticulite aguda® 8.

No presente estudo, nos animais nao tratados, a PAM mostrou-se
significativamente menor , no grupo de 18 horas quando comparado ao grupo de
6 horas, coincidente com a literatura, quando relata a evolugdo da fase
hiperdinamica precoce para fase hipodinamica tardia na sepse, com diminui¢cao

dos parametros hemodinamicos, e consequentemente da perfusado tecidual.
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Observou-se tendéncia, embora nao significativa estatisticamente, a diminuigdo do
fluxo sanguineo hepatico e renal no decorrer das fases e progressao da sepse®8.

Os usos de diversos farmacos para tratamento da sepse sao estudados e
relatados®. A PTX, por apresentar propriedades imunomoduladoras significantes ja
descritas, tem sido considerada com opg¢ao terapéutica, tanto no choque
hemorragico, quanto no séptico0-17,22-31, 35-36, 43-59

No momento de avaliagdo de 6 horas, ou seja, na sepse inicial o
grupo tratado com PTX, apresentou PAM significativamente maior, quando
comparado ao grupo nao tratado. Além disso, observou-se tendéncia a melhora
do fluxo vascular hepatico e renal, embora sem significancia estatistica. Esses
dados, vao ao encontro de experimentos nos quais verificou-se a preservacéo da
circulagdo na fase hiperdindmica da sepse tratada com PTX#648, Este farmaco,
mostrou em experimento com sepse polimicrobiana, inclusive semelhante a esta
dissertacdo, com LPC em ratos, a manuteng¢ao da performance cardiaca na sepse
precoce (fase hiperdinamica da sepse)®2.

Esta influéncia na avaliagdo hemodinamica da fase hiperdindmica da sepse
nao se manteve na fase hipodindmica, quando comparou-se a PAM, fluxo
hepatico e renal nos grupos de 18 horas tratado e nao tratado com PTX. Verificou-
se tendéncia a melhora dos parametros no grupo de sepse tardia tratada com
PTX, mas sem evidéncia de significancia estatistica. Assim a PTX ndo manteve o
mesmo fator atenuante da resposta inflamatéria observado nas primeiras horas do
quadro. A explicacdo da mudanca de resposta ao tratamento, na fase tardia da
sepse, ja foi inclusive verificada em outros estudos, nos quais observaram-se

diminuicdo na modulagdo de marcadores inflamatérios'0.1217. 43. 47 Entretanto, é
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importante ressaltar que a droga e seus efeitos subsequentes foram avaliados
sem a interferéncia de qualquer outro adjuvante. Na&o houve tratamento
suplementar para impedir a progressao da sepse.

Nos grupos tratados com pentoxifilina, a PAM foi significativamente menor,
nos animais com 18 horas de sepse, quando comparados aos com sepse precoce,
dado semelhante ao observado nos animais n&o tratados. Houve declineo no fluxo
sanguineo hepatico e renal, na evolugdo da sepse precoce a tardia. Embora
existam evidéncias que a PTX previna a transicdo da resposta hiperdinamica, fase
precoce, para hipodindmica, fase mais tardia da sepse*647-53 nZo observou-se
comprovagao estatistica no presente estudo.

S&o0 necessarios estudos, talvez até mesmo com associagao de propostas
terapéuticas: utilizagdo de drogas associadas, comparagdo entre farmacos e
tratamentos diferentes (cirurgia e farmacoterapia), entre outros, para maiores

conclusoes.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento com pentoxifilina aumentou a pressao
arterial média na sepse precoce. Entretanto, ndo exerceu o mesmo efeito na

sepse tardia .
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ANEXOS

ANEXO 1 - Tabelas de coleta de dados

Tabela 5 - Coleta de dados: grupo 06 horas sem pentoxifilina

Ratos Peso PAM Fluxo hepatico Fluxo renal
I 298 83 69 66
I 296 68 40,3 33
1 287 59 57 45
\Y 299 28 78 20
\Y 257 71 48,5 24,7

\ 295 58 73 43
Vi 238 77 59 20,6

VI 268 68 34,5 43
IX 240 74 31,1 29,7
X 281 75 47 40,3




Tabela 6 - Coleta de dados: grupo 18 horas sem pentoxifilina

37

Ratos Peso PAM Fluxo hepatico Fluxo renal

I 306 33 75 42,3
I 316 57 29,9 38,8
1 318 45 29,8 21,2
\Y 298 60 23 9
\Y 300 44 34 11
\ 282 56 40 21

VI 290 69 16,3 44

VI 289 58 21 13
IX 275 52 84 42,3
X 290 57 19 34




Tabela 7 - Coleta de dados: grupo 06 horas com pentoxifilina

38

Ratos Peso PAM Fluxo hepatico Fluxo renal
I 330 60 29,5 28,7
I 322 78 37,5 47
1 329 72 52 49
Y 291 86 30 38
\Y 323 73 37,5 25
\ 324 74 88 75
Vi 329 69 55 49
VI 323 64 62 44
IX 316 68 57 54
X 324 59 37 16




Tabela 8 - Coleta de dados: grupo 18 horas com pentoxifilina
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Ratos Peso PAM Fluxo hepatico Fluxo renal

I 298 49 31 29
I 312 62 21 46
1 314 55 24 40
\Y 311 49 21 50
\Y 300 68 90 56
\ 297 62 20 38

VI 308 39 37 26,5
VI 309 82 105 56

IX 301 48 30 12,4

X 307 70 40 445
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ANEXO 2 - Registro fotografico de ligadura e pungéo do ceco

Figura 3 — Ligadura e pungéo do ceco



ANEXO 3 — Registro fotografico do procedimento para afericdo da PAM

Figura 4 — Afericao da PAM

41



42

ANEXO 4 — Registro fotografico do probe posicionado sobre o figado

Figura 5 — Afericao do fluxo hepatico
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ANEXO 5 — Registro fotografico do probe posicionado sobre o rim

Figura 6 — Afericao do fluxo renal



