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RESUMO

Introdugédo: a sepse € a resposta sistémica a infecgcdo grave que atinge gravemente
os pulmdes e multiplos 6rgéos, podendo levar a morte. Objetivo: avaliar a
quantidade de células polimorfonucleares (PMN) e a espessura do septo alveolar em
pulmdes de ratos submetidos a sepse associada ou ndo a ictericia ou
esplenectomia. Métodos: foram avaliados 85 pulmdes direitos obtidos de trés
experimentos diferentes. Experimento E.coli.: animais submetidos a sepse por
injecao intraperitonial de bactérias e eutanasia ap6és 24h — GA1 (n=8) e apés 48h —
GA; (n=4); animais submetidos a peritonite por ligadura e punc¢do do ceco (LPC) e
eutanasia apds 24h — GB1 (n=8) e ap6s 48h — GB; (n=6); e grupo controle submetido
a laparotomia e com eutanasia nos mesmos tempos dos grupos anteriores com GC1
(n=4) e GC; (n=4). Experimento Esplenectomia: ratos submetidos a esplenectomia e
laparotomia no 14° dia - GC (n=3) e ratos submetidos a LPC no 14° dia apos
esplenectomia — GE (n=23) e sacrificados ap6s 24h. Experimento Ictericia Obstrutiva
C: ratos submetidos a laparotomia e, apds 10, dias sofreram relaparotomia e
eutanasia com 24h - GH (n=10); ratos submetidos a ligadura do ducto biliar comum
e, apos 10 dias, laparotomia e sacrificio em 24h — GF (n=10); ratos submetidos a
ligadura do ducto biliar comum e, apds 10 dias, receberam LPC e sacrificio em 24h -
GE; (n=5). Avaliaram-se a contagem de células polimorfonucleares e a espessura do
septo alveolar no pulméo direito dos animais. Para analise dos achados
morfométricos utilizou-se o teste estatistico de Kruskal-Wallis. Resultados: em
relacdo aos PMN no pulmdo ocorreu - aumento significativo no GA1 e GB1 em
relagcdo ao GC4, aumento significativo entre GE em relagdo a aumento significativo
de GEc e GF em relagéo ao GH; aumento significativo de GE em relagdo a GB1 e a
GEc; aumento significativo de GE em relagdo a GA1e GEc; aumento significativo de
GA1 em relagdao a GEc. Em relagdo a espessura do septo alveolar pulmonar;
diminuicao significativa do GEc e do GF em relagao ao GB1; diminuig¢éo significativa
entre GB1 e GC1; aumento significativo do GA2 em relagdao ao GC2; diminuicao
significativa do GE em relagcédo ao GC; aumento significativo de GF para GEc;
diminuigdo significativa de GEc para GE, mas ndo entre GE e GB1; diminuicao
significativa de GEc para GE e aumento de GA1 para GE; aumento significativo de
GA1 para GEc. Conclusodes: o infiltrado pulmonar de PMN em 24 horas foi
significativamente maior em ratos submetidos a sepse por LPC associado ou n&o a
ictericia ou esplenectomia, bem como aos animais com sepse por injegao
intraperitonial de E. coli em relagdo aos controles. A sepse com 24 horas associada
a remocédo do bagco aumentou significativamente o infiltrado pulmonar quando
comparado a sepse associada a ictericia ou injecao intraperitonial de bactérias. A
sepse ap6s 24 horas de LPC, em animais com ou sem esplenectomia, provocou
diminuicdo da espessura do septo alveolar em relacdo ao controle, mas sem
diferenca em animais com ictericia.

Descritores: Pulmao. Sepse. Ratos. Ictericia. Esplenectomia. Polimorfonucleares.



ABSTRACT

Introduction: the pulmonary sepsis is a systemic response to severe infection, which
severely reach the lungs and multiple organs and can lead to death. Objective:
assassing the amount of polymorphonuclear cells (PMN) and the thickness of the
aleolar septum in the lungs of rats submitted to sepsis associated or not to jaundice
and splenectomy. Methods: there were assessed 85 right lungs obtained through
three different experiment. Experiment E.Coli: animals submitted to sepsis through
intraperitoneal injection of bacteria and euthanasia after 24h- GA1 (n=8) and after
48h — GA;, (n=4); animals submitted to peritone through cecal puncture and ligation
(LPC) and euthanasia after 24h— GB1 (n=8) and after 48h — GB, (n=6); and control
group subimitted to laparotomy and euthanasia at the same periods of the previous
groups with GC4 (n=4) e GC; (n=4). Experiment splenectomy: rats submitted to
splenectomy and laparotomy in the 14™ day GC (n=3) and rats submitted to LPC in
the 14™ day after splenectomy — GE (n=23) and sacrificed apfter 24h. Experiment
jaundice: rats submitted to laparotomy and after 10 days submitted to relaparotomy
and euthanasia after 24h - GH (n=10); rats submitted to ligation of the common bile
duct after 10 days laparotomy and sacrificed in 24h — GF (n=10); rats submitted to
ligation of the common bile duct received LPC and sacrificed in 24h - GE; (n=5).
There were assessed the count of the polymorphonuclear cells and the thickness of
the alveolar septum in the righ lung of the animals. To the analysis of the
morphometric finding there was uses the statistical test of Kruskal-Wallis. Results:
related to the PMN of the lung occurred a significant increase in the GAjand GB;
related to GC;, significant increase between GE related to GC; significant increase
and GF related to GH; significant increase GE related to GB1 and the GEcg;
significant increase of GE related to GA1 and GEc; significant increase of GA1
related to the GEc. Regarding to the thickness of the lung alveolar septum :
significant decrease of GEc and of the GF related to GB1; significant decrease
between GB1 and GC1; significant increase of the GAZ2 related to GC2; significant
decrease of the GE related to GC; significant increase of the GF to GEc; significant
decrease of GEc to GE, but not among GE and GB1; significant decrease of the
GEc to GE and increase of GA1 to GE; significant increase from GA1 to GEc.
Conclusions: the lung infiltrate of PMN in 24h was significantly higher in rats
submitted to sepsis through LPC associated or not to the jaundice and splenectomy
as well as animals with sepsis trhough intraperitonial injection of E.coli related to the
controls. The sepsis with 24h associated to the slpeen removal increased
significantly the pulmonary infiltrate when compared to sepsis associated to jaudice
or intraperitonial injection of the bacteria. The sepsis after 24h of LPC in animals with
or without splenectomy caused a decrease of the thickness of the alveolar septum
related to the control, but without difference in animals with jaundice.

Key-words: Lung. Sepsis. Rats. Jaundice. Splenectomy. Polymorphonuclears.
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1 INTRODUCAO

A sepse é a resposta sistémica a um processo infeccioso grave instalado no
organismo e apresenta consequéncias em virtude da sintese e ativacdo de uma
cascata de mediadores quimicos derivados das células, tendo sua fisiologia alterada
no sistema vascular e tecidual. Assim, provoca progressiva disfungdo dos érgéaos,
criando graves situagdes as fungdes renais, cardiacas, pulmonares, cerebrais e

coagulacao, podendo culminar na morte."

Em uma nova hipotese para a patogénese da sepse, foram analisadas as
definicbes dos termos utilizados neste estado de doencga, desde a sindrome da
resposta inflamatoéria sistémica (SRIS) até a sindrome da disfuncdo de multiplos
orgaos (SDMO), passando pela sepse severa e choque séptico. Foram definidos
cinco estagios para o desenvolvimento da SDMO: reacgao local no sitio da lesdo ou
da infecgdo, resposta sistémica inicial, inflamagdo sistémica macica,
imunossupressao excessiva e dissonancia imunologica. O balango entre as forgas
pré-inflamatérias e anti-inflamatérias poderia estar perdido quando a infecgao,
hemorragia, ou outras comorbidades sao tdo severas que a injuria do tecido seria
suficiente para induzir SRIS e SDMO; ou em pacientes que desenvolvem SRIS ou
SDMO em razéo de enfermidade severa preexistente, a maioria dessas associadas

a niveis anormais de citocinas.?

A repercussao pulmonar mais grave no estado de sepse € representada pela
sindrome da angustia respiratéria aguda (SARA), que é definida por critérios
fisiolégicos e radiograficos, segundo os quais o dano para as células e estruturas da
membrana capilar alveolar difundem-se nos pulmdes dentro de horas ou dias ap6s o
inicio do insulto.> A mortalidade é essencialmente maior em pessoas idosas, nas
quais ha aumento das condi¢cdes que precipitam o desenvolvimento da SARA, tal

como a sepse.”

A maior caracteristica da SARA, que a distingue de outras doencas
pulmonares, como asma, doenga pulmonar obstrutiva crénica e fibrose pulmonar
idiopatica, € que frequentemente tem um componente sistémico. Dentre as causas
que levam os pacientes de todas as idades a desenvolverem SARA tém-se sepse

(pulmonar e nao pulmonar), pneumonia (bacteriana, viral ou fangica), aspiragéao



gastrica ou de conteudo de orofaringe, grandes traumas, pancreatite aguda, entre

outras.®

Segundo Runcie e Ramsay®, o dano pulmonar provocado apds infeccéo
abdominal é causado por contribuicdes de leucdcitos, plaquetas, microémbolos,
influéncias neuroldgica, sistema complemento, citocinase e radicais livres. A adesao
de neutrdéfilos aos capilares pulmonares € importante mecanismo no dano pulmonar.
Os autores referem também que o dano pulmonar pode ser limitado pela

neutropenia.

Em estudo experimental em ratos com altera¢gdes hormonais e indugao de
sepse abdominal, D’Acampora et al. investigaram as altera¢des do tecido pulmonar.
Observaram que ratos machos foram mais suscetiveis a mortalidade ap6s 24 horas
de peritonite em relagao as fémeas e que havia aumento de polimorfonucleares nos

pulmées destes animais.’

Em estudo que analisou a isquemia tecidual devido a trombose
microvascular generalizada como fator importante na resposta inflamatéria aguda na
sepse, essa seria uma resposta adaptativa a fim de prevenir a proliferacédo de
bactérias dos tecidos para circulacdo sistémica, através da rede capilar, e os
leucécitos removeriam as bactérias evitando o dano tecidual. Contudo, quando a
trombose microvascular se torna difusa, a isquemia tecidual é extensa e pode
precipitar a faléncia de 6rgaos e levar a morte. Necropsias de pacientes que
morreram de sepse demonstraram trombose microvascular nos rins, figado,

pulmdes, intestino, suprarrenais e cérebro.?

A sepse, ao atingir de forma grave a funcdo pulmonar, desencadeia
complicagdes, as quais podem ser verificadas por meio de estudo experimental, pois
nos pacientes com SARA a investigacao por meio de biopsia pulmonar esta
contraindicada. Os danos aos pulmdes sdo causados pelos produtos das bactérias,
que estimulam neutréfilos, liberando citocinas e enzimas e provocando lesdo na
microcirculagédo. A utilizacdo de ratas da linhagem Sprague-Dawley para avaliar a
aplicacao de substancia inibidora do fator nuclear-kB em animais submetidos a
sepse pela ligadura e puncgao do ceco auxiliou na melhora da avaliagdo em relagao a

mortalidade e ao dano pulmonar dos animais que receberem esta substancia.’



Comprovou-se em estudo experimental que ratos submetidos a
hepatectomia parcial apresentaram translocagao bacteriana para os pulmdes, sendo
tanto maior a intensidade quanto maior o volume de ressecc¢ao do figado, ou seja,
quanto maior a agressao sofrida pelo organismo. Associou-se a translocacédo de
bactérias do intestino como fator que poderia conduzir a infeccédo pulmonar apos a

hepatectomia em ratos.™

Ao realizar revisdo critica dos modelos de sepse, evidenciou-se que 0s
estudos experimentais que utilizam o desenvolvimento de sepse geralmente usam
animais de laboratério, como ratos e camundongos, reservando animais de grande
porte quando ha a necessidade de monitoramento de algumas fungdes, como se
estivessem em unidade de terapia intensiva (UTIl). Demonstraram que a sepse
experimental pode ser realizada por meio de varios métodos, como infusdo
intravascular de endotoxinas ou bactérias vivas, peritonite bacteriana, ligadura e
puncdo do ceco, infeccdo de tecidos moles, modelos de pneumonia e modelos de
meningite. Os modelos animais estabelecem critérios em relagdo a componentes
especificos do processo séptico, mas nédo podem reproduzir fielmente toda a

complexidade clinica e a heterogenicidade dos pacientes com sepse."

A ictericia obstrutiva experimental pode ser utilizada para a avaliagdo de
translocagéo bacteriana em modelos animais. A ligadura do ducto biliar comum em
ratos determinou translocagdo bacteriana para os pulmdes, além de provocar
alteracdes histopatoldgicas significativas neste 6rgao."”> Em estudo da translocagcao
bacteriana em ratos com ictericia prolongada pela ligadura do ducto biliar comum e
que receberam injecdo de Escherichia coli dentro da luz do ileo terminal, os
resultados demonstraram que o sistema reticuloendotelial esta prejudicado na
obstrucéo biliar, com dificuldade para a remoc¢éo das bactérias no figado em 30
minutos. Ocorreu eficaz eliminagdo de bactérias pelo pulmdo em 30 minutos,

independentemente da presenca de obstrucéo biliar.”*

1.1 HIPOTESE

Na inducéo de sepse abdominal experimental, se fatores de agressao forem

associados ao dano organico inicial, havera diferentes comportamentos em relagao



a repercussao pulmonar.

1.2 OBJETIVO

Avaliar a repercussdo tecidual pulmonar através da quantidade de células
polimorfonucleares e a espessura do septo alveolar em pulmbes de ratos
submetidos a diferentes modelos de sepse associada ou nao a ictericia ou

esplenectomia.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DEFINICAO DE SEPSE

Define-se sepse como resposta inflamatéria sistémica decorrente de um
processo infeccioso identificado no organismo. No documento de revisdo da
SurvivingSepsisCampaign, a sepse engloba a sindrome da resposta inflamatéria
sistétmica(SRIS). Essa resposta é manifestada por duas ou mais das seguintes
condi¢des: temperatura acima de 38 °C ou hipotermia com temperatura abaixo de 36
°C, taquicardia com frequéncia cardiaca acima de 90 bpm, taquipneia apresentando
frequéncia respiratoria maior que 20 ipm ou pCO2 menor que 32 mmHg, leucocitose
ou leucopenia com leucécitos acima de 12.000/ mm?® ou abaixo de 4.000/mm?® ou

bastonetes acima de 10%."°

Quando a trombose microvascular se apresenta em quadro associado a
sinais de ma perfusao orgénica, acidose metabdlica ou hiperlactatemia, a sepse é
considerada grave e pode representar o estagio final da resposta inflamatoéria
sisttmica, com envolvimento das células endoteliais, leucocitarias e multiplos
mediadores pré-inflamatérios e anti-inflamatérios.®'® Na sepse grave ha associagao
com disfungdo organica, hipoperfusdo tecidual e hipotensédo arterial. As
anormalidades da perfusao tecidual podem incluir, mas n&o séao limitadas, acidose

latica, oligUria ou alteragéo do nivel de consciéncia.'

A hipotensao relacionada a sepse apresenta presséao arterial sistolica menor
que 90 mmHg ou uma redug&o acima de 40 mmHg da linha de base, na auséncia de

outras causas de hipotensao.™

No choque séptico, a sepse esta relacionada com hipotensao, apesar da
adequada reposicao volémica com a presenca de anormalidades da perfusdo, que
podem estar associadas a acidose metabdlica, oliguria ou alteracdo aguda do
estado mental. Pacientes que recebem agentes inotrdépicos ou vasopressores
podem nao estar hipotensos no momento em que as anormalidades da perfuséo sao

medidas. '°



A sindrome da disfuncdo de multiplos érgaos (SDMO) apresenta alteracao
na fungao organica, que pode variar desde disfuncao leve até faléncia total do 6rgao,
de modo que a homeostasia ndo possa ser mantida sem suporte avancado de vida.
Geralmente, os parametros sao avaliados a partir de seis fungbes consideradas

chave: pulmées, cardiovascular, renal, hepatico, neurolégico e de coagulagéo.

Na persisténcia da hipotensao ocorre o choque séptico. Dessa forma,
acontece a disfuncao de 6rgaos e sistemas, com 0 que a homeostase ndo pode ser

mantida e ha necessidade de intervencado imediata para a sua manutenc&o."”’

O Consenso Brasileiro de Sepse e Disfungdo de Mdaltiplos Orgaos
estabelece diferenca entre infeccao e sepse: na infec¢cado ocorre uma relagao entre o
agente agressor e o local da agressado, tecido, cavidade ou fluido corporal,
normalmente estéril; na sepse ha consequente resposta do hospedeiro, o
desencadeamento de uma resposta inflamatéria na vigéncia do quadro infeccioso
grave. Assim, determinar com precisdo o ponto dos dois termos nao €& simples, pois
0 processo infeccioso estabelecido dar-se-a na resposta do organismo hospedeiro,

com intensidade diferente estabelecida de acordo com a gravidade da agressao.®

Seguindo o mesmo entendimento da Conferéncia de Consenso de Sepse
em Northbrok (lllinois, EUA, 1991), o American College of Chest Physicians (ACCP)
e a Society of Critical Care Medicine (SCCM) determinaram a definicdo de sepse
para aumentar a precisdo e rapidez do diagndstico. Portanto, o paciente séptico é
um paciente com sindrome da resposta inflamatoria sistémica de origem infecciosa.
A resposta do organismo a infeccdo é uma inflamacdo, resposta normal do
hospedeiro a agentes infecciosos. Sepse e SRIS sdo caracterizadas pelo aumento
da producédo de mediadores inflamat6rios e pela ativacdo de células inflamatérias,
resultando numa alteragdo metabodlica e levando a que o organismo n&o tenha
controle sobre o ciclo antigeno anticorpo. Uma das consequéncias da resposta
inflamatéria € o dano causado em muitos 6rgaos, com a evolugéo do choque para a
sindrome da insuficiéncia de multiplos 6rgaos, geralmente acompanhada de alta
mortalidade. Ao ocorrer infeccdo ou bacteremia, a defesa do hospedeiro sdo as
células fagocitarias, macréfagos, monoécitos e polimorfonucleares, e pela via
alternativa do complemento, agindo de maneira néo especifica. Na sequéncia, as
imunoglobulinas e as células imunocompetentes iniciam uma resposta imune

especifica.’



Os elementos da parede bacteriana sdo os ativadores da resposta do
hospedeiro: as endotoxinas dos microrganismos Gram-negativos e principalmente o
lipidio A e o acido teicoico daqueles Gram-positivos. Esses mediadores primarios
desencadeiam uma cascata inflamatéria, sendo, inicialmente, liberados o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) e a Interleucina-1 (IL-1), que estimulam intensa
resposta celular, com liberacdo de mediadores secundarios, quimiotaxia e ativagao
de granulécitos. Os mediadores secundarios, citocinas, fatores do complemento,
prostanoides, fator ativador plaquetario (PAF), espécies ativas de oxigénio, aminas,
histamina e serotonina, peptideo vaso ativo, como bradicinina e angiotensinas,
responsaveis pela reativacdo das células fagocitarias e da cascata inflamatéria,

formam um ciclo vicioso inflamatorio."

Os principais passos na patogénese da sepse, levando ao choque séptico e
a sindrome da disfungdo de multiplos o6rgdos, sao infeccdo, moléculas
desencadeadoras, mediadores primarios, mediadores secundarios, choque e
SDMO. As citocinas sao mediadores primarios e secundarios. Os fatores primarios
como TNFa, IL-1, IL-6 e IL-8 liberam os mediadores secundarios, tais como citocinas
derivadas do acido araquidénico (PGE2, TXA2), e fator ativador de plaqueta (PAF);
peptideo vasoativo bradicinina, angiotensina, peptideo intestinal vasoativo; as
aminas sao histamina e serotonina; e uma variedade de produtos derivados do
complemento. A regulagéo se da pelo contrabalango do estado proé-inflamatoério. A
resposta compensatéria é caracterizada pela produgao de IL-10, IL-13, receptores
de TNF-a soluveis, IL-1 e muitos outros bloqueadores de inflamag¢ao. Uma resposta
compensatoria exagerada pode ser prejudicial e pode levar a um choque séptico
irresponsivo, que nao consegue extinguir a infecgdo. A hemodindmica da SIRS e a
alteracéo vascular periférica sdo fatores que determinam o padrdo encontrado no
quadro inflamatério sistémico. Ao se desencadear a produgdo de O6xido nitrico
sintetase induzivel, eleva-se a producao de éxido nitrico pelos macrofagos, células

endoteliais e musculares lisas do vaso, que tém uma acao vasodilatora.'

A causa mais comum de morte em pacientes com sepse € a SDMO, que se

caracteriza pela deterioragdo aguda da funcdo de dois ou mais 6rgéos.®



2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE SEPSE

2.2.1 LIGADURA E PUNGAO DO CECO

A ligadura e puncédo do ceco (LPC) é a inducdo de sepse abdominal
experimental que mais se aproxima da sepse humana, simulando quadros como
apendicite aguda ou diverticulite aguda perfuradas. Neste procedimento, o ceco é
ligado distalmente a juncéo ileocecal, tomando-se o cuidado de ndo provocar
obstrucao intestinal. A seguir, a parte ligada é perfurada com agulha e dependendo
do calibre da mesma e do numero de perfuragdes, pode-se produzir sepse letal ou
nao letal. Este modelo foi inicialmente descrito em ratos, mas tem sido utilizado com
sucesso em outras espécies. A principal vantagem da LPC é a simplicidade de sua
execucao, realizada através de procedimento cirurgico simples e com custo barato,

dispensando a necessidade do uso de laboratério para obtencéo de inoculo.™

2.2.2 INJECAO INTRAPERITONIAL DE BACTERIAS

A inoculagdo de bactérias na cavidade peritoneal € outro método utilizado
para a indugdo de sepse. Inicialmente, tentou-se a inoculagdo de suspensdo de
fezes do préprio rato, porém com efeito desapontador, pois n&o ocorreu o
desenvolvimento de peritonite como esperado. Para superar essa dificuldade,
utilizaram-se fezes humanas misturadas com sulfato de bario, sais biliares ou
hemoglobina autéloga para conseguir desenvolver peritonite. A injegao
intraperitoneal de suspenséo de fezes leva a sepse hiperdinamica com alta taxa de
mortalidade. As vantagens deste modelo incluem boa reprodutibilidade e a
possibilidade de estudar a resposta sistémica ou em O&rgaos separadamente,
avaliando a dindmica da resposta inflamatéria sistémica e pulmonar, considerando-
se que a peritonite polimicrobiana depende da concentragdo do inoculo injetado.
Tanto a LPC quanto os modelos de inoculagdo de fezes intraperitoneal levam a
diferentes concentracées de microrganismos, e a partir disso foram desenvolvidos
modelos com injecéo de bactérias de laboratério para a producao de peritonite. Com
a injecdo de Escherichia coli em suspensédo de solucdo salina intraperitoneal,

Ahrenholz e Simmons?®, em 1980, provocaram a morte de 100% dos ratos em 24



horas. Quando fizeram a inoculagéo intraperitoneal do mesmo numero de bactérias
junto com coagulo de sangue bovino, produziram abscesso, com retardo da
mortalidade imediata, e os animais tiveram mortalidade de 90% em dez dias.
Portanto, a fibrina retarda a absorgcéo das bactérias retidas no coagulo e promove

um abscesso, simulando um foco séptico localizado.?

2.3 ICTERICIA OBSTRUTIVA EXPERIMENTAL

No estudo experimental com ratos, a ictericia obstrutiva por ligadura do
ducto biliar comum deprime o sistema imunologico. A liberacdo de leucocitos e a
fagocitose encontram-se deficientes e o0s pulmdes apresentam alteracdes

histopatoldgicas na microscopia, como edema e células polimorfonucleares.'

Ao serem estudados pacientes com doenca parenquimatosa crbénica do
figado, foi observada uma reducédo da atividade fagocitica do sistema reticulo-
endotelial (SRE), no figado representado pelas células de Kupffer, que sao
responsaveis por, aproximadamente, 80% das atividades do SRE. Foi avaliado que
0s monocitos possuem diversas fungdes na defesa contra infecgbes, como
quimiotaxia, fagocitose, morte intracelular e fun¢des secretérias e a produgédo de
fatores do complemento. A depressédo do SRE hepatico ocorre nas hepatopatias,
apesar da hiperatividade de outras localizagdes do SRE, como bago e medula
Ossea, fato que resulta no declinio acentuado da capacidade de eliminar patbgenos

da circulagao sistémica.?"??

A disfuncdo do SRE pode estar relacionada aos shunts intra e extra-
hepaticos. Na auséncia de disfun¢do das células de Kupffer, a existéncia de shunts
portossistémicos pode alterar a fungédo do SRE, pois permite que os patégenos na
circulagdo portal atinjam a circulagdo sistémica sem passar pelos sinusoides
hepaticos, onde se concentram as células do SRE. Em ratos com disfungcao

hepatica, a funcéo fagocitaria do SRE esta reduzida. 2"

A disfuncdo do SRE esta relacionada a sensibilidade do hospedeiro a
endotoxinas produzidas por bactérias Gram-negativas, podendo ser revertida
quando a atividade do sistema é estimulada. A maior contribuicdo do SRE na

depuracdo de endotoxinas derivadas do intestino € fundamentada na intrinseca
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habilidade das células de Kupffer para eliminar grandes quantidades de endotoxinas,
se comparado a outros macréfagos. A endotoxina tem agdo mitogénica importante
para o linfécito B; sua presengca na circulagdo € estimulo para a
hipergamaglobulinemia encontrada em doencgas crbnicas do figado, e a atividade
fagocitaria extra-hepatica do SRE é entendida como normal ou aumentada em

portadores de hepatopatias para compensar a disfuncéo das células de Kupffer.?"?2

A inibicdo fagocitaria dos macrogafos hepaticos e a diminuicao da atividade
das células de Kupffer podem se dever, possivelmente, ao aumento da pressao biliar
intraductal e ao acumulo de sais biliares e bilirrubinas no sangue e no tecido
hepatico. A liberacdo de mediadores especificos, como TNFa, interleucinas e
leucotrienos, pode estar correlacionada a diminui¢cdo da atividade fagocitica das
células de Kupffer. Na obstrugcédo hepatica, o TNFa estaria diretamente envolvido nas
alteracdes hepatocelulares; ainda, a esplenomegalia, verificada em alguns casos,
também pode ter ocorrido em razao da inibicado do sistema fagocitario mononuclear

(SFM) hepatico e esplénico.®

Na ictericia obstrutiva ocorre depressdo na fungédo dos linfécitos T da
mucosa gastrintestinal, nas placas de Peyer e nos linfonodos mesentéricos, os quais
possuem um papel essencial no que se refere a prevencdo da translocagéo
bacteriana.?*'? Igualmente, ha alteragdo no sistema fagocitario dos mononucleares e

dos macréfagos em modelos experimentais ictéricos.?*'2

Na obstrucdo biliar extra-hepatica ocorre aumento da pressao biliar
intraductal, causando interrup¢ao do fluxo de bile para o intestino. A fagocitose dos
leucocitos esta deficiente na ictericia obstrutiva, e tem sido verificada a passagem de
bactérias entéricas viaveis para 6rgaos extraintestinais considerados estéreis em

estudos experimentais.?>?"1?

A ictericia obstrutiva provoca depressao do sistema imunologico, mudanca
no padrao de colonizagéo bacteriana dos intestinos e translocacdo de bactérias da
luz intestinal para a circulagdo porta e sistémica. As bactérias, ao ultrapassarem a
mucosa intestinal, chegam aos linfonodos mesentéricos, atingem o ducto toracico e

podem acometer o tecido pulmonar, alterando a permeabilidade alveolocapilar.'
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2.4 ESPLENECTOMIA EXPERIMENTAL

O baco € um 6rgao linfoide que se encontra no abdome, proximo a grande
curvatura do estdbmago, e se associa ao sistema circulatorio. Sua funcédo € a
destruicdo das células sanguineas e o armazenamento, filtracdo, fagocitose e
producdo de imunoglobulina. Também tem fungcdo hematopoiética, imunoldgica,
produzindo linfécitos e mondcitos; fagocita particulas estranhas, bactérias, virus e
leucocitos, além da producgéo e processamento de fatores séricos. Quanto maior é a
viruléncia dos microrganismos, menor € a funcédo fagocitaria hepatica e maior a

esplénica, independentemente da quantidade de complemento ligada a eles.?®?’

A esplenectomia tem como consequéncia severa a sepse fulminante, que
pode levar a morte em poucas horas, mesmo pacientes jovens e higidos.28 A
complicagdo mais comum ap0Os a esplenectomia é a atelectasia do lobo pulmonar
inferior esquerdo, seguida por hemorragias, pneumonias, pancreatites, abscessos

subfrénicos, embolia pulmonar, trombose portal e sepse.?

Na esplenectomia ocorre leucocitose fisioldgica a partir do quinto dia, porém,
quando o numero leucdcitos aumenta acima de 15000/mm® e a relagdo entre
plaquetas/leuctcitos € menor de 20, a probabilidade de sepse no pds-operatério
aumenta significativamente, e n&o deve ser considerada como condicao fisiolégica.
Nestes pacientes deve-se aumentar a vigilancia e instalar precocemente medidas

enérgicas em relagao a sepse.*

Além de seu reconhecido papel imunologico e metabdlico, o bago tem outras
fungdes organicas, ndo se restringindo ao sistema de defesa; atua em outros
processos fisioldgicos, como o metabolismo lipidico e de bilirrubinas. Este 6rgao é
também importante no controle dos elementos sanguineos, em especial leucécitos e
plaquetas, que s&o armazenados em seu parénquima. Em ratos submetidos a
situacdes de esforco fisico maior, o baco contrai-se por estimulo adrenérgico e lanca
na circulacao parte do sangue armazenado em seu parénquima. Esse fendmeno
parece ter por propdésito o aumento da volemia e o aporte de oxigénio aos tecidos,
melhorando o desempenho fisico. Outro efeito pos-exercicio € a leucocitose, que

também pode ter relacédo com a atividade esplénica.?®
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Franco et al. associaram que a esplenectomia, com a consequente retirada
de plaquetas jovens e com melhor poder de hemostasia presentes no baco, levou a
diminuicdo da resposta inflamatéria aguda de camundongos quando da auséncia do

bago.*

Alberti et al. avaliaram a mortalidade de ratos pos-esplenectomia, separando
machos e fémeas. A mortalidade nos ratos machos foi significativamente maior que
nas fémeas, concluindo que estas apresentam maior resisténcia a asplenia em

relagdo aos machos.?

2.5 ALTERAGCOES PULMONARES NA SEPSE

Sepse, choque, trauma, multiplas transfusdes e pancreatite aguda sao
algumas situacgdes clinicas que desencadeiam a ativagdo da resposta inflamatéria
aguda em nivel sistémico. Uma das manifestagcdes mais precoces € a disfuncado e o
comprometimento das propriedades da barreira pulmonar, tendo como
consequéncia a ativacdo do endotélio pulmonar, dos macrofagos alveolares e do
intersticio, das moléculas de adesao e da produgao de citocinas e quimiocinas, que
induzem a um sequestro em massa de neutréfilos dentro da microcirculagéao

pulmonar.®?

Os neutrofilos ativados produzem grande quantidade de mediadores
inflamatoérios, que incluem espécies reativas de oxigénio, tais como OH e 02, 6xido
nitrico, citocinas, quimiocinas, proteases e proteinas catidénicas. Além de ativar os
neutréfilos, as outras células que compdéem a unidade alveolar, incluindo os
mondcitos pulmonares e o0s macréfagos, bem como as células pulmonares
endoteliais e epiteliais, contribuem significativamente para a producdo de
mediadores inflamatérios. Os neutréfilos sdo a principal fonte de producdo de
espécies reativas de oxigénio na sindrome da les&o pulmonar aguda e da sindrome

da angustia respiratoria aguda (SARA).*

A sepse é originada por bacteremia ou endotoxemia, causadora da SARA,
ativando os mediadores enddgenos e leucdcitos, causando inflamacgao intravascular
e faléncia cardiopulmonar. No pulmdo, as células do endotélio vascular sdo

acometidas por danos Vvisiveis; consequentemente, ocorre o aumento da
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permeabilidade vascular, da congestdo na microcirculacdo e do edema intersticial,
diminuindo-se os espacos intra-alveolares. As alteragbes da complacéncia pulmonar
e da elastancia pulmonar originam-se do aumento da permeabilidade vascular,

levando ao edema pulmonar.'®

A endotoxina libera substancias no pulmdo, ativando e sequestrando
neutréfilos, proteinas de adeséo endotelial e citocinas. Por sua vez, as células do
sistema imunologico, macréfagos e neutrofilos ativados, assumem fungdo nas
lesdes endoteliais e parenquimatosas nos diversos tecidos, principalmente no
pulméo, no figado e no mesentério. Isso se reflete na diminuicdo da fungcéo dos

pulmdes, dos rins, do coragao, do sistema de coagulagéo e do cérebro.*
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3 METODO

O trabalho foi realizado utilizando como amostra pulmdes coletados de trés
estudos experimentais do mesmo grupo de pesquisa, os quais utilizaram ratos
machos, Rattus novergicus albinus, Rodentia mammalia, da linhagem Wistar, com
idade entre 100 e 130 dias, peso entre 250 e 330g, provenientes do Biotério da
Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR). Os experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da PUCPR. Os
procedimentos operatérios foram realizados no laboratério de Técnica Operatéria e
Cirurgia Experimental do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da PUCPR,
seguindo rigorosamente as normas para experimentacdo em animais do Colégio

Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

As avaliagdes foram realizadas por meio de estudo histoldégico dos pulmdes
do lado direito de ratos submetidos a diferentes modelos de indugao de sepse, seja
pela ligadura e puncdo do ceco, seja por injecdo intraperitoneal de bactérias
Escherichia coli (E. coli) associados ou n&o a ictericia ou esplenectomia. Ressalta-se
que os pulmdes dos ratos que foram a obito no experimento, foram descartados

durante o estudo.

1) Experimento Escherichiacoli

Foram utilizados 40 ratos Wistar como modelos de sepse abdominal. Nos
animais do grupo A houve inducéo de peritonite por injecdo intraperitoneal de 108
UFC/ml de E. coli ATCC 25922; no grupo B a peritonite foi induzida por LPC. Os
animais do grupo A foram subdivididos em A1(n=8), com eutanasia apés 24 horas, e
A2 (n=8), com eutanasia apds 48 horas de peritonite. Os animais do grupo B foram
subdivididos em B1(n=8), com eutanasia apos 24 horas, e B2 (n=8), com eutanasia
apos 48 horas de peritonitepor LPC. Em todos os subgrupos realizaram-se swab da
cavidade peritoneal, dosagem de creatinina e TNF-qa, fluxometria hepatica e renal e
avaliacao histoldégica do tecido pulmonar e renal. O grupo de controle (n=8),

subdividido em C1(n=4), com eutanasia ap6s 24 horas, e C2 (n=4) com eutanasia
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apos 48 horas de laparotomia, foi utilizado para a avaliagdo dos parametros dos

exames laboratoriais e patolégico.

Os animais do grupo de controle foram anestesiados por via intramuscular,
com quetamina e xilasina, nas doses de 90mg/kg e 10mg/kg, respectivamente. Apos
tricotomia e antissepsia, foi realizada laparotomia mediana infraumbilical de
aproximadamente 3 cm, com abertura e exploracéo da cavidade peritoneal e coleta
de secrecado peritonial para cultura. Através de fluxébmetro a /aser Laserflow
Vasamedics®, foi realizada a medig¢ao do fluxo renal bilateralmente e hepatico e, por
puncdo cardiaca, sofreram eutanasia pelo método de exanguinacdo, com coleta de
amostra sanguinea para dosagem de TNF-a e creatinina. A seguir, removeram-se 0s

pulmdes e rins para exame anatomopatoldgico.

No grupo de injecéo intraperitonial de E. coli foi realizada, inicialmente,
anestesia por via intramuscular, com quetamina e xilasina, na dose de 90mg/kg e
10mg/kg, respectivamente, e, apods, antissepsia abdominal , puncao peritonial junto
a fossa iliaca esquerda com injecdo de suspensado de E. coli ATCC 25922 1x10°
UFC/ml. A seguir, os animais foram recuperados da anestesia e liberada a dieta

prépria para a espécie e agua.

No grupo de ligadura e puncgéo do ceco foram realizados procedimentos na
seguinte ordem: anestesia por via intramuscular com quetamina e xilasina, na dose
de 90mg/kg e 10mg/kg, respectivamente. Ap6s antissepsia do abdome com alcool
iodado, realizou-se incisdo mediana infraumbilical de aproximadamente trés cm;
exposicdo do ceco e ligadura da sua parte livre com fio de algodao 3-0 e cinco
punc¢des com agulha hipodérmica 40x12 (18G x 1 2"). Redugédo do ceco para a
cavidade peritoneal e sutura continua da parede em dois planos com nailon 4-0.
Seguiu-se recuperacao da anestesia com liberagao de dieta prépria para a espécie e

agua.

Apds 24 ou 48 horas, conforme o subgrupo, os animais sofreram novamente
anestesia por via intramuscular, com quetamina e xilasina nas mesmas doses
anteriores. Apo6s antissepsia do abdome com alcool iodado, realizou-se incisao
mediana xifo-pubica com abertura e exploracdo da cavidade peritoneal, coleta de
swab peritonial para cultura; medigdo do fluxo renal bilateralmente e hepatico;
exanguinacao por puncao cardiaca para dosagem de TNF-a e creatinina, além da

remogao dos pulmdes e rins para exame anatomopatoldgico.
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2) Experimento Esplenectomia

O experimento utilizou 40 ratos Wistar machos adultos. Todos os animais
foram submetidos a anestesia com quetamina e xilasina nas doses ja descritas e,
apo6s antissepsia do abdome, submetidos a laparotomia mediana e esplenectomia.
Apbs 14 dias, foram separados em dois grupos: Grupo controle (n=10), no qual os
ratos, apdés anestesia, foram submetidos a nova laparotomia e sutura da parede
abdominal. Aguardadas 24 horas, novamente os animais foram anestesiados e por
meio de laparotomia xifopubica, foi aferido o fluxo sanguineo renal bilateralmente e
hepatico com aparelho de fluxometria a laser. Por puncédo cardiaca sofreram
eutanasia e foram retirados os pulmdes, rins e figado para analise histolégica; Grupo
experimento (n=30): estes animais foram submetidos a nova laparotomia, com
inducdo a sepse por ligadura e puncado do ceco, e 24 horas mais tarde realizada
afericdo do fluxo sanguineo renal e hepatico, com posterior eutanasia para retirada
dos pulmbes, rins e figado para analise histologica, de modo semelhante ao grupo

controle.

3) Experimento Ictericia Obstrutiva

O experimento Ictericia Obstrutiva foi composto por 30 ratos Wistar machos
adultos. Apresentou modelos de sepse abdominal e peritonite com ou sem ictericia

por ligadura do ducto biliar comum.

Os ratos estavam distribuidos em trés grupos de dez, nos quais se avaliou a
resposta inflamatoria relacionada a peritonite fecal em presenca de ictericia: Grupo
de controle GH (n=10): os ratos foram submetidos a laparotomia, 240 horas e
laparotomia 24 horas, nono dia; Grupo Ec (n=5): dez dias de ictericia (LDBC) e
peritonite induzida por 24 horas no nono dia por ligadura e puncédo do ceco, sepse
resultando em cinco 6bitos; Grupo F (n=10): que foram submetidos a ligadura do
ducto biliar comum, ictericia, por dez dias e laparotomia no nono dia por 24 horas,
seguida de eutanasia para retirada das visceras e coleta de sangue. A técnica

operatéria seguiu rigorosamente as normas para experimentacdo em animais.

Apds 24h do nono dia de inducdo de sepse ou somente laparotomia, os

animais sofreram novamente anestesia por via intramuscular, com quetamina e
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xilasina nas mesmas doses anteriores. Apds antissepsia do abdome com alcool
iodado, realizou-se incisdo mediana xifopubica com abertura e exploracdo da
cavidade peritoneal, exanguinagcédo por punc¢ao cardiaca para dosagem de TNF-a e

creatinina, além da remocéao dos pulmdes e rins para exame anatomopatologico.

3.1 DESCRICOES DOS DADOS GERAIS

Para avaliar os dados foi elaborada uma legenda, na qual se descrevem os
grupos (G) em relagdo as técnicas e ao tempo de experimento com os pulmdes
direito (D); ligadura e puncédo do ceco (LPC); grupo experimento (GE); grupo
controle (GCtrl); ictericia (Ict); esplenectomia (Esplen); Escherichia coli (E.coli);

células polimorfonucleares (PMN), laparotomia (lap).

Os cbdigos representados e suas respectivas descricdes demonstram que o
experimento E. coli divide-se em seis grupos, denominados GA: n=8 E.coli 24h;
GA2: n=4 E.coli 48h; GB1: n=8 LPC 24h; GB,: n=6 LPC 48h; GC: n=4 Controle 24h,
GC,: n=4 Controle 48h. O experimento Esplenectomia apresenta dois grupos, o GC:
n= 3 Controle Esplen 360h; GE: n=23 Esplen 360h/LPC de 24h no 14°dia.
Correspondem ao experimento Ictericia trés grupos, o GH: n=10 Controle lap
240h/lap24h; GEc: n=5 Ict 240h/LPC 24h; GF: n=10 Ict 240h/ lap 24h.

TABELA 1 - RELAGAO EXPERIMENTO GRUPO

Experimento N Grupo

GA;

GA;

E.coli 34 GB;

GB;

GCi

GC;
Esplenectomia 26 GC
GE

GH

Ictericia Obstrutiva 25 GEc
GF
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Na Tabela 2 demonstra-se a divisdo do numero de animais por grupos e
subgrupos, observando-se o numero de animais que foram a o6bito em todos os

experimentos.

TABELA 2 - LEGENDA TECNICA E TEMPO DE INDUGAO

Experimento n Grupo e tempo de indugcao
GA+: n=8 E.coli 24h
E.coli 34 GA;: n=4 E.coli 48h(quatro 6bitos);

GB1: n=8 LPC 24h

GB,: n=6 LPC 48h(dois 6bitos);
GC;: n=4 Controle 24h

GC,: n=4 Controle 48h.

Esplenectomia 26 GC: n=3 Controle Esplen 360h/ sham 24(lap) (sete obitos);
GE: n=23 Esplen 360h/LPC de 24h no 14°dia (sete 6bitos).
Ictericia 25 GH: n=10 Controle sham 240h/sham 24h(lap);
Obstrutiva GEc: n=5 Ict 240h/LPC 24h (cinco 6bitos);

GF: n=10 Ict 240h/ sham 24(lap).

3.2 COLETA DOS PULMOES

Na etapa operatodria final, com os animais ja em 0Obito apos a eutanasia, os
pulmdes foram removidos por toracotomia mediana, dissec¢ao e secc¢ao do hilo do
pulmao, secc¢ao da traqueia e infusao de formol a 10% tamponado na luz traqueal,
para evitar o colabamento dos alvéolos. Em seguida, foi realizada secg¢ao dos lobos
caudais de cada um dos pulmbes. Esses fragmentos pulmonares foram pesados e

acondicionados em frascos com formol a 10% tamponado.

3.3 MONTAGEM DAS LAMINAS HISTOLOGICAS

Apos, foram realizados cortes de, aproximadamente, 0,5um e preparo para a
fixacdo em lamina, com a coloracdo de HE e posterior leitura. Fizeram parte do
protocolo de preparo de Iaminas histolégicas as seguintes etapas: a fixagéo; a
desidratacédo, diafanizacdo e impregnacao; a inclusdo; microtomia; o banho

histolégico; a secagem; a desparafinizacéo, desidratacao e reidratagdo. O corte ja
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aderido a lamina de vidro (pescagem em banho-maria) € banhado no xilol para a

dissolucado da parafina.®*3*

O corte é imerso em uma série de concentracdes decrescentes de alcool
etilico até que esteja hidratado; estando o corte hidratado, procede-se a coloragao
propriamente dita, que consiste, no caso da técnica HE, na imersdo do tecido,
primeiramente, em hematoxilina e, apds, na lavagem com agua para retirada de
excedente; depois, imersdo em eosina e também lavagem. Por fim, ocorre a
coloragdo, em que a combinagdo mais comum de corantes usada em histologia e
histopatologia sdo a hematoxilina e eosina (HE). A hematoxilina ndo é realmente um
corante e deve ser oxidada em hemateina, a fim de tornar-se um corante; por isso,
deve ser usado um mordente, como o aluminio ou o ferro, juntamente com a mistura
de hematoxilina, antes que ela possa corar os tecidos. A mistura cora em azul-
purpura. A eosina € um corante sintético e produz uma coloracao vermelha. Os
componentes dos tecidos que se coram prontamente com os corantes basicos séo
chamados basoéfilos, e os que tém afinidade pelos corantes acidos, acidofilos. A
hematoxilina comporta-se como um corante basico e, portanto, cora o nucleo de
modo basdfilo. Por sua vez, a eosina € um corante acido e cora os elementos

basicos da proteina do citoplasma de maneira aciddfila.>*>*

A montagem ocorre depois que o corte tiver sido corado com a solugao
apropriada, passado através de concentragcbes crescentes de alcool, para ser
removida novamente a agua (desidratacdo). Objetiva-se com esta desidratagao
aumentar a sobrevida do preparado histologico. Uma gota do meio de montagem é
colocada sobre o corte ou na laminula, a qual é posicionada sobre o corte de modo
delicado, de forma que o meio de montagem cubra completamente o corte. Depois a
laminula € comprimida com firmeza sobre o corte e o meio de montagem se espalha,
formando uma delgada pelicula entre a lamina e a laminula, as quais posteriormente
vao estar firmemente aderidas uma a outra pela estabilizagdo do meio de

montagem.*®

ApoOs o preparo das laminas, iniciou-se a leitura histolégica do material
utilizando a técnica convencional (HE), para avaliagcdo da infiltracdo de células
inflamatdrias leucocitarias, alteracoes do tecido, através do edema do septo alveolar.
A analise das alteragdes teciduais pulmonares dos ratos foi realizada no Laboratério
de Patologia da PUCPR.
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3.4 MORFOMETRIA

No estudo histologico, os fragmentos pulmonares foram submetidos a
analise morfométrica, com auxilio de uma grade ocular de contagem, sob um
aumento de 400 e 1000, onde se contou o numero de polimorfonucleares numa area

de 100 x 100 um, delimitada pela grade ocular que tangenciava um bronquiolo.

Nos tecidos foram avaliados os aspectos de resposta inflamatéria aguda
tecidual pela contagem de polimorfonucleares (Figura 1 e Figura 2) e a medida em
micra para o edema (Figura 3 e Figura 4), por meio da histomorfometria. A analise
da imagem digital manual ou automatizada envolve medidas e comparagdes de
areas geomeétricas selecionadas, perimetros, comprimentos, angulos de orientagao,
fatores morfologicos, centro de gravidade, coordenadas, bem como reforgo da
imagem.*® A leitura do edema do septo alveolar é feita em cada |amina, sendo
visualizados dez campos com dez medidas aleatérios, visando a maior
confiabilidade para cada campo; apdés, foi realizada medida aritmética, e, para os
PMN, foram fotografados quatro campos aleatérios, estes divididos em quatro
campos, realizando-se a contagem das células, somando-as entre si e multiplicando-
as com os outros campos para obter o resultado total, em objetiva de 40x (em tela
de 640X480 pixels).*® As fotos sdo visualizadas com aumento de 40x e 100x, pois na
morfometria ndo ha diferenca se a foto € de 20x ou 40x, ja que o aumento é
calibrado no computador; o resultado é proporcional ao nimero do aumento. O
procedimento descrito contribuiu para maior precisdo dos resultados com a

fotomicrografia.

A morfometria € a atividade de medir estruturas anatémicas e tem uma
ampla aplicacdo na ciéncia; sua finalidade é tornar mais objetivas e precisas a
coleta, a apresentagado e a analise dos resultados obtidos em pesquisas e na rotina
de laboratdrio, permitindo, ainda, relacionar as diferentes estruturas anatémicas com
as suas funcgdes. A morfometria computadorizada interativa surgiu na década de 70,
quando os primeiros aparelhos permitiam apenas que as medidas fossem feitas com
a participacao direta do pesquisador, contornando as estruturas a serem medidas.
As medidas foram realizadas pelo software Image Proplus versédo 4.5, com cameras
de captura de imagens Sony, CCD-Ires, ligadas ao microscépio Olympus modelo
bx50.
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Figura 1 - Fotomicrografia Aspecto histolégico do Figura 2 - Fotomicrografia pulmdo D rato V
pulméo D rato 3A, Experimento Ictericia Obstrutiva Experimento  Esplenectomia/LPC 360h seta

GEc seta indicando PMN (HE 400X) indicando PMN (HE 1000X)
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Figura 3 - Fotomicrografia pulmdo D rato 26 Figura 4 - Fotomicrografia pulmdo D rato 26
Experimento E. coli GA Eschirichia coli 24h seta Experimento E. coli GA Eschirichia coli 24h seta
indicando referéncia da medida do septo (HE 400X) indicando referéncia medida do septo (HE 1000X)

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As informacbes obtidas foram armazenadas em um banco de dados e
analisadas pelo software estatistico Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versao 10. Os resultados, obtidos por média aritmética, foram submetidos a
analise estatistica. A analise dos achados morfométricos utiliza o teste estatistico de
Kruskal-Wallis, pela qual podem ser comparadas trés ou mais amostras, com tipos
de relagdo nao pareada, distribuicdo ndo normal e escala numérica ordinal,
intervalar ou razdo.*” O calculo dos dados obtidos foi realizado mediante nivel de
significancia de 5%; uma vez verificados, os resultados foram validados somente

para os que apresentaram p<0,05 de confiabilidade. Valores de p<0,05 foram



considerados estatisticamente confiaveis.
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4 RESULTADOS

Nos experimentos, observaram-se o6bitos relacionados as técnicas utilizadas.
No experimento E.coli, houve um total de seis 6bitos, quatro 6bitos no GA; e dois
obitos no GBj; no experimento Esplenectomia, quatorze o&bitos, sete no grupo
controle e sete do grupo experimento e, no experimento e Ictericia, cinco Obitos
GEc.

4.1 COMPARACOES DOS CRUZAMENTOS DO EXPERIMENTO Escherichia
coli, ESPLENECTOMIA E ICTERICIA

O experimento E.coli apresentou cruzamentos entre GA1 x GA,, GB1 x GB,
GA1x GC4, GB1 x GC1, GA2 X GC3, GB2 x GC3, GA1 x GB1, GA4 x GB e cruzaram-se
com os experimentos Esplenectomia e Ictericia obstrutiva. Considera-se que os
experimentos cruzados entre si sdo validados para o experimento em sentido

inverso.

4.1.1 COMPARACOES DE PMN DOS CRUZAMENTOS DO EXPERIMENTO

Escherichia coli

Na Tabela 3 observam-se os resultados do cruzamento do grupo controle
(GC4) com os demais grupos. Nos cruzamentos do experimento E. coli entre GB4 e
GA; com GC4 apresentaram-se resultados significantes para as células
polimorfonucleares em relacdo ao controle 24 horas. Os dados referentes a variavel
polimorfonucleares dos experimentos E.coli, Esplenectomia e Ictericia encontram-se

dispostos entre média, variancia e desvio-padrao.

Todos os grupos foram cruzados com o experimento E.coli. O experimento
E.coli GC4 correlacionou-se com o experimento E.coli no GB4; GCy; GB2. GA1. GA».

Com o experimento Esplenectomia houve significancia com os grupos GE e GC.
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Com o experimento Ictericia obstrutiva houve diferenca significativa com os grupos
GEc, GH e GF.

TABELA 3 - COMPARACOES DE PMN DOS GC1 COM GB+ E GA;

POLIMORFONUCLEARES DESV.

n _ MEDIA MEDIANA VARIANCIA  PADRAO p
GCi CONTROLE 1 4 3,00 2,00 14,67 3,83
GB; LPC 1 8 99,00 102,00  1804,57 42,48  0,006*
GA: E.coli1 8 116,00 124,00  1353,14 36,79  0,006*

Teste de kruskal-wallis; *significativo

Na Tabela 4 faz-se o cruzamento da contagem de PMN no pulmao de ratos
do GC; controle 48h, GA; infiltragado de E.coli 48h e GB, com LPC 48h. Demonstra-
se que o resultado ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos controle,
E. colie LPC 48 horas.

TABELA 4 - COMPARACOES DE PMN DOS GB; E GA;

POLIMORFONUCLEARES DESV.

n MEDIA MEDIANA  VARIANCIA PADRAO p
GC, CONTROLE 1 4 118,00 118,00 773,33 27,81
GB, LPC2 6 145,33 158,00 1943,47 44,09 0,394
GA, E.coli?2 4 98,00 110,00 1669,33 40,86 0,663

Teste de kruskal-wallis; *significativo

412 COMPARAQC)ES DAS MEDIDAS DO SEPTO ALVEOLAR DO
EXPERIMENTO Escherichia coli

Na Tabela 5 compara-se o resultado da medida do septo de animais
submetidos a peritonite por injecédo intraperitonial de E. Coli (GA4) e ratos com
ictericia e sepse por LPC (GEc). O edema do septo é significativamente maior

quando a peritonite € desencadeada por injecao intraperitonial de bactérias.

TABELA 5 - COMPARACOES DA MEDIDA DO SEPTO ALVEOLAR DOS GA; COM

GEc
SEPTO ALVEOLAR DESV.
n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO p
GA; E.coli1 8 29,26 27,00 61,57 7,85
GEc ICTERICIA240/ LPC 5 9,19 8,89 2,50 1,58 0,003*

Teste de kruskal-wallis; * significativo
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A Tabela 6 apresenta a relacédo das comparacdes do experimento E.coli, do
septo alveolar, GB1 LPC 24h, pulméo direito, com p < 0,05, em relagcéo ao GEc, Ict
240h/Sepse 24h; e GF, Ict 240h/ sham 24.

TABELA 6 - COMPARACOES DA MEDIDA DO SEPTO ALVEOLAR DOS GB4s COM

GEc E GF
SEPTO ALVEOLAR DESV.
n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO p
GB: LPC1 8 20,39 20,60 8,96 2,99
GEc ICTERICIA240/ LPC 5 919 8,89 2,50 1,58  0,003*
GF ICTERICIA240/sham 10 13,06 11,92 14,61 3,82  0,003*

Teste de kruskal-wallis; * significativo

A Tabela 7 apresenta a relacdo das comparacgdes do experimento E.coli, do
septo alveolar, GC4 controle 24h, pulmao direito, com p < 0,05, mostrando um indice
de confiabilidade em relacdo ao GB4 LPC 24h e GC; controle 48h. Nao ocorreu
diferenca significativa de animais submetidos a peritonite por injecéo intraperitonial
de E. coli 24h (GA+), E. coli 48h (GA;), e LPC 48h (GBy).

TABELA 7 - COMPARACOES DA MEDIDA DO SEPTO ALVEOLAR DOS GC4 COM
GC,, GB1, GBy, GA1 E GA>

SEPTO ALVEOLAR DESV.

n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO p
GC; CONTROLE 4 29,89 30,20 1,12 1,06
GC, CONTROLE 4 22,49 22,56 6,89 2,63 0,021*
GB; LPC 1 8 20,39 20,60 8,96 2,99 0,007*
GB; LPC2 6 26,29 25,38 11,48 3,39 0,136
GA1 E.coli1 8 29,26 27,52 61,57 7,85 0,497
GA; E.coli2 4 28,79 25,84 39,30 6,27 0,248

Teste de kruskal-wallis; * significativo

A Tabela 8 apresenta a relacédo das comparacgdes do experimento E.coli, do
septo alveolar, GC, controle 48h, pulmao direito, com p < 0,05, mostrando um indice
de confiabilidade em relagédo a E. coli 48h (GAz). Nao ocorreu diferenca significativa

de animais submetidos a peritonite por LPC 48h (GBy).
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TABELA 8 - COMPARACOES DA MEDIDA DO SEPTO ALVEOLAR DOS GC, COM

GA2E GB>
SEPTO ALVEOLAR DESV.
n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO p
GC, CONTROLE 1 4 22,49 22,56 6,89 2,63
GA, E.coli2 4 28,79 25,84 39,30 6,27 0,021*
GB: LPC2 6 26,29 25,38 11,48 3,39 0,088

Teste de kruskal-wallis; * significativo

4.2 COMPARACOES DOS CRUZAMENTOS DO EXPERIMENTO
ESPLENECTOMIA

O experimento Esplenectomia apresentou cruzamentos entre GE x GC e
cruzaram-se com experimentos E.coli, e Ictericia. Considera-se que os experimentos

cruzados entre si sdo validados para o experimento em sentido inverso.

421 COMPARACOES DE PMN DOS CRUZAMENTOS DO EXPERIMENTO
ESPLENECTOMIA

Os dados da Tabela 9 demonstram a comparagdo do experimento
Esplenectomia com relagcdo ao grupo controle que sofreu esplenectomia (GE), no
qual foi realizada previamente esplenectomia e, apds 14 dias, associou-se LPC por

24h. Observa-se o aumento significativo de PMN no grupo em que foi induzida LPC.

TABELA 9 - COMPARACOES DE PMN DOS GE COM GC

POLIMORFONUCLEARES DESV.

n MEDIA MEDIANA  VARIANCIA PADRAO p
GE Esplen360/LPC 23 212,35 192,00 12908,96 113,62
GC Esplen360/sham 3 36,00 40,00 336,00 18,33  0,006*

Teste de kruskal-wallis; * significativo

Na Tabela 10 o resultado da comparacao entre animais esplenectomizados
e submetido a sepse por 24h demonstrou diferenca significativa tanto em relacéo a
animais submetidos a sepse por 24h quanto a animais submetidos a ictericia por 10

dias e sepse por 24h.
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TABELA 10 - COMPARACOES DE PMN DOS GE COM GBs E GEc

POLIMORFONUCLEARES DESV.

n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO P
GE Esplen360/LPC 23 212,35 192,00 12908,96 113,62
GB1 LPC 1 8 99,00 102,00 1804,57 42,48  0,004*
GEc ICTERICIA240/ LPC 5 98,40 92,00 548,80 2343  0,012*

Teste de kruskal-wallis; * significativo

Na Tabela 11 compara-se o resultado da contagem de PMN em pulmdes de
animais submetidos previamente a esplenectomia (GE) e ap6s 14 dias sofreram
LPC com ratos submetidos a peritonite por injecéo intraperitonial de E. coli (GA1) e
ratos submetidos a ictericia por 10 dias e LPC para desenvolver sepse por 24h.
Ocorreu aumento significativo de PMN nos animais esplenectomizados em

comparagao com os demais.

TABELA 11 - COMPARACOES DE PMN DOS GE COM GA+ E GEc

POLIMORFONUCLEARES DESV.

n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO p
GE Esplen360/LPC 23 212,35 192,00 12908,96 113,62
GA1 E.coli 1 8 116,00 124,00 1353,14 36,79  0,010*
GEc ICTERICIA240/ LPC 5 98,40 92,00 548,80 2343 0,012*

Teste de kruskal-wallis; * significativo

4.2.2 COMPARACOES DAS MEDIDAS DO SEPTO ALVEOLAR DO
EXPERIMENTO ESPLENECTOMIA

Na Tabela 12 verifica-se a comparagcao da medida do septo alveolar do
experimento Esplenectomia. Ocorreu aumento significativo da medida do septo no
grupo controle esplenectomia 360h GC em relagcdo ao grupo que sofreu

esplenectomia 360h com sepse 24h por LPC (GE).

TABELA 12 - COMPARAGCOES DA MEDIDA DO SEPTO ALVEOLAR DOS GC COM

GE
SEPTO ALVEOLAR DESV.
n MEDIA MEDIANA  yARIANCIA PADRAO p
GC Esplen360/sham 3 34,11 33,66 6,62 2,57
GE Esplen360/LPC 23 24,31 23,55 88,63 9,41 0,05*

Teste de kruskal-wallis; *significativo
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Na Tabela 13 compara-se a medida do septo alveolar do grupo que sofreu
esplenectomia e LPC (GE) com o grupo submetido a ictericia e LPC (GEc) e o grupo
LPC por 24h (GB1). O resultado demonstra uma diminuicdo significativa da
espessura do septo de animais com ictericia em relagdo a animais

esplenectomizados, fato ndo observado em relagéo a ratos com LPC por 24h (GB).

TABELA 13 - COMPARAGOES DA MEDIDA DO SEPTO ALVEOLAR DOS GE COM

GEcE GB;
SEPTO ALVEOLAR DESV.
n MEDIA MEDIANA  yARIANCIA PADRAO p
GE Esplen360/LPC 23 24,31 23,55 88,63 9,41
GEc ICTERICIA240/ LPC 5 9,19 8,89 2,50 1,58 0,001*
GB;s LPC 1 8 20,39 20,60 8,96 299 0,367

Teste de kruskal-wallis; * significativo

Na Tabela 14 comparam-se os resultados da medida de septo alveolar entre
0 grupo de animais submetidos a esplenectomia e LPC (GE) com aqueles
submetidos a ictericia e LPC (GEc) e aos animais com sepse por inje¢ao de E. coli
intraperitonial (GA+). Obteve-se diminuigdo significativa na medida do septo quando
comparados os animais submetidos a ictericia e LPC (GEc) com aqueles
esplenectomizados e com sepse (GE). Por outro lado, houve o aumento significativo
na comparacéo da medida do septo dos animais submetidos a peritonite por injecédo

de bactérias (GA1) e aqueles esplenectomizados e submetidos a LPC (GE).

TABELA 14 - COMPARACOES DA MEDIDA DO SEPTO ALVEOLAR DOS GE COM

GEcE GA4
SEPTO ALVEOLAR DESV.
n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO p
GE Esplen360/LPC 23 24,31 23,55 88,63 9,41
GEc ICTERICIA240/ LPC 5 9,19 8,89 2,50 1,58 0,001*
GA1 E.coli 1 8 29,26 27,52 61,57 7,85 0,003*

Teste de kruskal-wallis; * significativo
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4.3 COMPARACOES DOS CRUZAMENTOS DO EXPERIMENTO ICTERICIA
OBSTRUTIVA

O experimento Ictericia obstrutiva apresentou cruzamentos entre GH x GEc,
GH x GF e cruzaram-se com os experimentos E.coli, Esplenectomia. Considera-se
que os experimentos cruzados entre si sdo validados para o experimento em sentido

inverso.

4.3.1 COMPARACOES DE PMN DOS CRUZAMENTOS DO EXPERIMENTO
ICTERICIA

Na Tabela 15 tém-se os resultados da contagem de PMN no experimento
Ictericia. Cruzou-se o resultado obtido na histologia pulmonar de ratos submetidos
apenas a laparotomia (GH), animais que sofreram ictericia por 10 dias (GF) e

animais que sofreram ictericia por 10 dias associada peritonite (GEc).

TABELA 15 - COMPARACOES DE PMN DOS GH COM GEc E GF

POLIMORFONUCLEARES DESV.

n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO p
GH CONTROLE Sham 10 46,80 48,00 217,07 14,73
GEc ICTERICIA240/ LPC 5 98,40 92,00 548,80 23,43 0,003*
GF ICTERICIA240/sham 10 104,40 102,00 2415,82 49,15 0,003*

Teste de kruskal-wallis; *significativo

Na Tabela 16 faz-se o cruzamento da contagem de PMN no pulmao de ratos
com ictericia por 10 dias de durac&o e submetidos apenas a laparotomia. Fez-se a
comparagao com animais submetidos a ictericia 10 dias de duracdo e a LPC por

24h. Demonstra-se que o resultado nao apresentou diferenca significativa.

TABELA 16 - COMPARAGCOES DE PMN DOS GEc COM GF

POLIMORFONUCLEARES DESV.

n MEDIA MEDIANA  VARIANCIA PADRAO p
GEc ICTERICIA240/LPC 5 98,40 92,00 548,80 23,43
GF ICTERICIA240/sham 10 104,40 102,00 2415,82 49,15 0,806

Teste de kruskal-wallis; * significativo
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Na Tabela 17 o resultado da comparacédo entre animais ictéricos 240h e
submetidos a sepse por 24h demonstrou diferenca significativa em relacdo aos

animais submetidos a peritonite por injecéo intraperitonial de E. coli (GA1).

TABELA 17 - COMPARACOES DE PMN DOS GE; COM GA;

POLIMORFONUCLEARES DESV.

n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO p
GEc ICTERICIA240/ LPC 5 98,40 92,00 548,80 23,43
GA: E.coli 1 8 116,00 124,00 1353,14 36,79 0,003*

Teste de kruskal-wallis; * significativo

4.3.2 COMPARAGOES DAS MEDIDAS DO SEPTO ALVEOLAR EXPERIMENTO
ICTERICIA

Na Tabela 18 observa-se o resultado das comparagdes do septo alveolar no
experimento Ictericia. Nota-se que nao ocorreu diferenga significativa na medida do
septo nos animais submetidos a ictericia 240h e sepse 24h (GE;) e animais
submetidos a ictericia por 10 dias e laparotomia (GF) com animais do grupo controle
sham (GH).

TABELA 18 - COMPARACOES DA MEDIDA DO SEPTO ALVEOLAR DOS GH COM

GECcE GF
SEPTO ALVEOLAR DESV.
n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO p
GH CONTROLE Sham 10 10,91 10,14 7,00 2,65
GEc ICTERICIA240/ LPC 5 9,19 8,89 2,50 1,58 0,178
GF ICTERICIA240/sham 10 13,06 11,92 14,61 3,82 0,199

Teste de kruskal-wallis; * significativo
Na Tabela 19 observa-se que, quando comparado o grupo que sofreu

ictericia por 10 dias e sepse 24h (GE;) com animais com ictericia por 10 dias e
laparotomia (GF), apresentou-se diferenga significativa em relagdo a medida do

septo alveolar, com maior espessamento quando n&o havia sepse.

TABELA 19 - COMPARAGOES DA MEDIDA DO SEPTO ALVEOLAR DOS GEc

COM GF
SEPTO ALVEOLAR DESV.
n MEDIA MEDIANA VARIANCIA PADRAO p
GEc ICTERICIA240/ LPC 5 9,19 8,89 2,50 1,58
GF ICTERICIA240/sham 10 13,06 11,92 14,61 3,82 0,050*

Teste de kruskal-wallis; * significativo
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5 DISCUSSAO

Os modelos experimentais s&o os principais meios de investigacao de sepse
de origem abdominal. Por meio desses €& possivel avaliar e controlar estados
sépticos desde a sua instalagdo até o momento de faléncia dos 6rgaos e sistemas,
podendo-se interferir ou ndo de diferentes formas ou em diferentes tempos nesse

processo.>®**

Neste estudo avaliou-se a repercussao que a sepse abdominal causou em
pulmbes de ratos Wistar submetidos a diferentes modelos experimentais. Foram
avaliadas alteracdes teciduais pulmonares com o objetivo de verificar a presenca de
infiltrado inflamatorio pela contagem de PMN e medida do septo alveolar. Foram
utilizados para avaliagdo modelos experimentais de sepse através de injegao
intraperitonial de bactérias e LPC. Estes modelos sofreram intervengdes de
diferentes modos. Estudos comprovaram que a principal caracteristica na lesao
pulmonar aguda €& o exsudato neutrofilico e o aumento da permeabilidade
alveolocapilar, secundarios a liberagdo de mediadores inflamatérios, responsaveis
pelo preenchimento alveolar e do shunt pulmonar, o que leva a hipoxemia. Com
esse fluxo de células inflamatérias, as proteases sao liberadas no tecido pulmonar,
causando lesao tecidual. As substancias reativas de oxigénio, liberadas pelos

neutrdfilos, contribuem para aumentar a lesdo pulmonar.*%:1812.1:2

No experimento A os animais foram submetidos a indugédo de sepse pelos
dois métodos relatados anteriormente, sendo comparadas as repercussoes
pulmonares em ratos submetidos a 24 horas de LPC, 24 horas de injegéo
intraperitonial de bactérias e um grupo controle submetido apenas a laparotomia
(sham). Esta avaliagdo demonstrou que ocorreu infiltragdo significativa de PMN nos
pulmdes dos animais sépticos independentemente do método utilizado. Porém,
quando avaliada a medida do septo, ocorreu aumento significativo deste parametro
nos animais submetidos a injec&o intraperitonial de bactérias, contudo sem valor
significativo nos animais com sepse por LPC. Nos animais submetidos a sepse por
48 horas, por ambos os métodos, ou seja, LPC e injecéo intraperitonial de bactérias,
nao ocorreu diferenca significativa no infiltrado PMN dos pulm&es, mas no grupo que

utilizou a inducdo de sepse por injecao intraperitonial de bactérias o aumento da
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espessura do septo alveolar foi significativo. Os resultados encontrados tém por
base estudos que avaliaram as infec¢des peritoniais, causadas por bactérias gram-
negativas e anaerdbias, como a E. coli, que é gram negativa e predomina na fase

aguda do processo.*"*?

Ocorreu o aumento significativo de PMN em 24h tanto em animais com
sepse por LPC quanto por injecao intraperitonial de bactérias, bem como em animais
previamente esplenectomizados e com LPC e também em animais ictéricos por 10
dias com ou sem LPC. A espessura do septo foi significativamente maior em animais
do grupo controle em relagdo aqueles com esplenectomia prévia e com LPC. Os
resultados demonstraram que isso pode estar relacionado a ativacédo do endotélio
pulmonar e macrofagos alveolares e intersticiais de moléculas de adesdo com a
producédo de citocinas e quimiocinas, induzindo ao sequestro em massa dos

neutréfilos na rede microvascular pulmonar.?

Utilizando o método de LPC em ratos esplenectomizados, apds 24 horas de
sepse houve aumento significativo de infiltrado pulmonar de PMN em relacéo a
animais esplenectomizados submetidos a laparotomia (sham). Apresentou-se
aumento significativo de PMN em 24h em animais previamente esplenectomizados e
com LPC em relagdo aqueles submetidos a LPC e ictericia 10 dias com LPC, bem
como quando comparados com ratos submetidos a sepse por injegao intraperitonial
por E. coli. Observando-se o resultado da medida da espessura do septo alveolar,
também ocorreu aumento significativo em relagcdo ao grupo laparotomia sham. Os
resultados apontados podem ser comparados aos estudos que comprovam o
aumento no indice de mortalidade na auséncia do bago, pois essa situagédo causa
deplecdo nos niveis séricos de opsoninas, substancia que estimula a fagocitose,
sendo responsavel pela suscetibilidade as infeccdes agudas causadas pelas

bactérias 29,26,30,31,43

Houve aumento significativo da espessura do septo alveolar pulmonar nos
animais esplenectomizados em relagdo aos ictéricos, ambos com LPC 24h. Os
animais com esplenectomia e LPC provocaram mais espessamento do septo em
relacdo a sepse por injecao intraperitonial de E. coli ap6s 24h. A esplenectomia total
€ uma causa de morte em ratos, sendo os ratos machos mais acometidos do que as

fémeas.?® Em nosso estudo, nos grupos de animais esplenectomizados ocorreu alta
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mortalidade. Essa constatacdo fortalece a indicacdo de que o baco deve ser

preservado sempre que possivel.***°

Os animais com ictericia obstrutiva por 10 dias e submetidos a sepse por
LPC por 24 horas ou sofrendo apenas laparotomia apresentaram um aumento
significativo no infiltrado de PMN quando comparados com ratos que sofreram
apenas laparotomia, mas sem estar ictéricos. Contudo, ndo ha diferenca em relagao
a medida do septo entre esses grupos. Avaliando o infiltrado pulmonar PMN entre
animais ictéricos, seja com sepse, seja apenas laparotomia, ndo ha diferenca
significativa, porém houve um aumento significativo do septo alveolar dos animais

ictéricos submetidos a laparotomia em relagdo aqueles com LPC por 24 horas.

Na ictericia obstrutiva a fagocitose dos leucocitos encontra-se deprimida e
bactérias entéricas passam para os 6rgdos extraintestinais.?*“® A barreira mucosa
do intestino, em condic¢des fisioldgicas, ndo permite a passagem de bactérias ou
seus produtos para outros 6rgaos. Quando ocorre quebra dessa barreira, bactérias e
endotoxinas passam através do sistema porta, atingindo pulmdes e outros 6rgaos.
Na translocagao bacteriana para pulmbées em animais com ligadura do ducto biliar
comum (ictericia obstrutiva) ocorre retardo da eliminacao de bactérias por deficiéncia
do sistema reticuloendotelial (SRE), neste caso representado principalmente pelas
células de Kupffer do figado. Assim, os resultados obtidos demonstraram que a
ictericia obstrutiva por ligadura do ducto biliar comum em ratos provocou aumento
significativo no numero de PMN deste 6rgédo, independentemente da associagéo da

ictericia com LPC, 134748111221

Em relagdo a realizagdo da esplenectomia, estudos analisaram que o estado
asplénico aumenta a suscetibilidade do paciente para as doencgas, como infecgbes
graves, principalmente as de origem séptica fulminante.**°%*"*2 Tajs resultados vém
ao encontro dos dados historicos, como os de Bardach, em 1891, e Morris e Bullock,
em 1919, os quais descrevem que, ap0s a esplenectomia, os animais apresentavam
peritonite seguida de sepse. Foi apenas com o estudo de King e Shumacker, em
1952, o qual apontou que a esplenectomia causava grave infeccdo, que a
comunidade médica comegou a reconhecer a importancia do bago, o que também

foi comprovado com técnicas correlacionadas e cruzadas de pesquisas.®

O infiltrado inflamatério pulmonar por PMN foi significativamente maior em

animais esplenectomizados submetidos a LPC por 24 horas em comparacgao a ratos
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com LPC por 24 horas com ou sem ictericia. E conhecido que a sepse fulminante
ocorre subitamente e € uma complicacdo grave que afeta pacientes submetidos a

esplenectomia.®*°%°"

Em individuos saudaveis que sédo acometidos por doenca
aparentemente comum, como amigdalite ou erisipela, a infecgdo pode se tornar
sistémica, podendo levar a morte em questdo de horas ou dias, apesar do
tratamento adequado, e os individuos imunodeprimidos tém maior risco para essa

complicacdo.***°

A medida do septo alveolar teve aumento significativo nos animais
esplenectomizados em relagcdo aos animais ictéricos com LPC, ictericia/sepse e
laparotomia, injecao intraperitonial de E. coli, esplenectomia/LPC e controle 48h. No
pulméo, o primeiro foco a sofrer danos sao as células do endotélio vascular, com
consequente aumento da permeabilidade vascular, congestdo na microcirculagao,
edema intersticial e diminuicéo relativa dos espacos intra-alveolares. O aumento da
permeabilidade vascular pulmonar origina edema pulmonar, que é causa de

alteracdes da complacéncia pulmonar, bem como da elastancia pulmonar.®> %

Ao comparar animais com sepse por injecao intraperitonial de E. coli 24
horas e animais ictéricos por 10 dias e submetidos a LPC 24 horas, ocorreu
aumento significativo de PMN pulmonar nos animais que receberam bactérias
intraperitoniais. Esse fato pode ser justificado pelo método de indugéo de peritonite
escolhido. Quando ocorre a peritonite, as bactérias e seus produtos atingem a
circulagao sistémica por via linfatica ou hematogénica. Na LPC a peritonite instala-se
de maneira gradual e progressiva, levando a um estado séptico hiperdinamico apos
algumas horas. Quando este estado de peritonite é induzido pela injegcao
intraperitonial de bactérias, mesmo dependendo da viruléncia e da concentragdo da
bactéria escolhida, o estado séptico instala-se de maneira mais rapida e,

consequentemente, as repercussdes esperadas serdo mais intensas.®’°

Nesse quadro ocorre deplecédo circulatéria, evoluindo para disfuncdo de
multiplos 6rgéos, e a peritonite € consequéncia desse quadro por via linfatica ou
hematogénica de um foco remoto de infecgdo por inoculagao, injecéo intraperitonial
de bactérias, ou, ainda, por mecanismo transmural, ligadura e pun¢do do ceco,
podendo levar a sepse abdominal, a um quadro infeccioso do peritbnio ou até a

morte.44‘47‘2’58‘59'24’60
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A complexidade da sepse frente a mortalidade ndo depende apenas do
avanco cientifico e tecnolégico dos diagnésticos, da qualidade e quantidade de
fatores de agressdo induzidos para o dano organico, mas também da relagéo
agente-hospedeiro, da resposta imunolégica e hemodindmica do hospedeiro. O
reconhecimento precoce dos danos dos sistemas, sinais e sintomas da sepse
permitira que o tratamento seja racional e eficaz. Portanto, novos estudos devem ser
desenvolvidos para que os pacientes portadores dessa sindrome tenham melhores
resultados nos tratamentos instituidos. Isso depende de pesquisas que esclarecam

os diversos mecanismos de lesdes organicas que ocorrem na sepse.
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6 CONCLUSOES

No estudo das células PMN nos pulmdes ocorreu aumento significativo em
24h tanto em animais com sepse dos grupos E.coli, quanto nos de Esplenectomia e

Ictericia.

Nos animais com sepse por injecao intraperitonial de E. coli, esplenectomia

e ictéricos, ocorreu aumento significativo no do septo alveolar.

Verificou-se que a infiltracdo de células neutrofilicas e o aumento da
permeabilidade capilar do alvéolo, além de caracteristicas da lesdo pulmonar,
causam edema do septo, seguido de lesdo grave do tecido, independentemente do

método de indugéo de sepse ou dos fatores associados.
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ANEXO 1 - EXPERIMENTO A

Curitiba, 13 de jutho de 2007.
PARECER N. 71/07/CEUA-PUCPR

Prezado (a) Professor (a),

Inferme a Vossa Senhoria que o Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais, em
reuniac realizada no dia 13 de julho do corrente ano avaliou o Projete Intitulado
“‘Comparagdo da repercussdo pulmonar e renal em dois modelos de sepse

abdominal”, sob o registro no CEUA /PUCPR n® 225.

O experimento classificado como de categoria C, sera realizade com ¢ nimero de 40 Ratos
Wistar, os quais apos o experimento serfio eutanasiados

O colegiado do CEPA entendeu que o projeto avaliado estd de acordo com as normas éticas
vigentes no pais e por isso emite o seguinte parecer:

APRQVADO COM RECOMENDACOES
- recomenda-se o uso de um analgésico Opidide, ao invés do indicado Paracetamoi,

Lembramos o senhor (a) pesquisador (a) que é obrigatdric encaminhar relatério anual
parcial e relatério final da pesquisa a este CEPA,

Atenciosamente,

A A ronm,
Prof®. GM%E;’U Almeida e Oliveira

Presidente do Comité de Etica no Uso de Animais PUCPR

iimo Sr.
Sérgio Luiz Rocha



ANEXO 2 - EXPERIMENTO B

Curitiba, 13 de julho de 2007.
PARECER N. 72/07/CEUA-PUCPR

Prezado (a) Professor (a),
Informe a Vossa Senhoria que o Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais, em
reuniao realizada no dia 13 de julho do corrente ano avaliou o Projeto Intitulado “Sepse

Experimental em Ratos Esplenectomizados’, sob o registro no CEUA /PUCPR n° 234.

O experimento classificado como de categoria C, sera rezslizade com o nimero de 40 Rates
Wistar. os quais apds o expenmento ser3o eutanasiados

O colegiado do CEPA entendeu que o projeto avaliado esta de acordo com as normas éticas
vigentes no pais e por isso emite ¢ seguinte parecer:

APROVADO COM RECOMENDACOES
- Padronizar o cronograma do formulario e do projeto.

Lembramos o senhor (a) pesguisador (a) que & obrigatorio encaminhar relatério anual
parcial e relatdrio final da pesquisa a este CEPA.

n

hoae I Bt T
Prof2- a a D’Almeida e Oliveira it "~

Presidente do Comité de Etica no Uso de Animais PUCPR




ANEXO 3 - EXPERIMENTO C

. ‘.E‘A." L Y - P
L Pontificia Universidade Catdlica do Parana
‘1“} Pré-Reitorla de Pesqulsa e Pos-Graduacaa

Curitiba, 02 de dezembrg de 2005
PARECER N 89/05/CEPA-PUCPR

Prexado (a) Pesquisador (&),

infarme a2 Vossa Senhora gue o Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
PUCPR, em reunidc realizadz no dia 28 de novembro do corrente ano avaliou o
Projeto Intitulado “Avaliagac inflamatéria de SEPSE abdormnal em ratos Iciéricos”,
sob o registro no CEPA /PUCPR n* 110

0 expenmenta classificado como de categoria C sera realizado com o nimera de 30
Ratos Wistar, os quas apbs o experTnento serao eutanasiados

O colegisdo do CEPA entendeu que o projeta avaliado estd de acordo com as
normas eticas vigentes No pais e por S50 CITie 0 seguinte parecer

APROVADO

Lembramos ¢ senhor (a) pesquisador (3) que € obngatono encaminhar reiatGrio
anual parcial e relatorio final da pesquisa a este CEPA

Atenciosaments,
< /’ *g’
Secrétano do Conwie d& [ hca am Pasgiase com Animas da FUlPi

limo Sr.
Lafayele Barbosas Ramos
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