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RESUMO

INTRODUGAO: A sepse decorrente das infec¢des peritoneais secundarias é uma das
principais causas de morte na clinica cirirgica e em unidades de tratamento intensivo.
Diversos fatores, como a imunocompeténcia do individuo e a viruléncia da cepa bacteriana
tém sido causa importante no aumento da gravidade dessa afeccdo. Dentre suas
complicacdes estdo o acometimento de érgaos terminais, como pulmdo, com a ocorréncia
de pneumonia e pulmao de choque. Em estudos experimentais, a administragdao de arginina
prolongou a sobrevida de animais com peritonite induzida, talvez por reduzir a inflamagao e
estimular o estado imunitdrio. OBJETIVO: Avaliar a resposta inflamatéria pulmonar em
camundongos com peritonite induzida e tratados com lavagem da cavidade peritoneal,
complementada com administracio de arginina por via sistémica. METODO: Foram
utilizados 32 camundongos Balb/cAnNCrl distribuidos nos seguintes grupos experimentais: L-
PL (n=8), laparotomia e administracao de placebo; L-AR (n=8), laparotomia e administracao
da arginina; P-PL (n=8), inducdo da peritonite e administracdo de placebo; P-AR (n=8),
inducdo da peritonite e administracdo de arginina. Os animais foram anestesiados e feita a
inducdo da peritonite pela técnica de ligadura e seccdo do ceco. Em seguida, o abdome foi
fechado, e apds noventa minutos, feita nova laparotomia, lavagem da cavidade peritoneal,
ressuscitacdo volémica, antibioticoterapia e administracdo de arginina por via subcutanea na
dose de 0,95g/Kg logo apds o fechamento da cavidade peritoneal. Apds seis horas da
inducdo da peritonite, os animais foram mortos e fragmentos de pulmao coletados para
analise histolégica e morfométrica. RESULTADOS: No grupo P-AR (peritonite com arginina)
houve reducdo significativa na contagem nuclear média e nos parametros histoldgicos
avaliados no pulmdo quando comparado ao grupo P-PL (peritonite com placebo).
CONCLUSAO: A administracdo parenteral de arginina, na dose de 0,95 g/Kg, reduziu a injdria
pulmonar precoce em camundongos com peritonite induzida.

PALAVRAS CHAVE: Peritonite; Lavagem Peritoneal; Sindrome de Resposta Inflamatdria
Sistémica; Sindrome do Desconforto Respiratério do Adulto; Arginina.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Sepsis due to secondary peritoneal infections is one of the main
causes of death in the surgical clinic and in intensive care units. Several factors, such as the
immunocompetence of the individual and the virulence of the bacterial strain have been
important cause in the increase of the severity of this affection. Among its complications are
the involvement of terminal organs, such as lung, with the occurrence of pneumonia and
shock lung. In experimental studies, administration of arginine prolonged the survival of
animals with induced peritonitis, perhaps by reducing inflammation and stimulating the
immune state. PURPOSE: To evaluate the pulmonary inflammatory response in mice with
induced peritonitis and treated with lavage of the peritoneal cavity, complemented with
systemic administration of arginine. METHOD: Thirty-two Balb/cAnNCrl mice distributed in
the following experimental groups were used: L-PL (n=8), laparotomy and placebo
administration; L-AR (n = 8), laparotomy and administration of arginine; P-PL (n=8), induction
of peritonitis and administration of placebo; P-AR (n=8), induction of peritonitis and
administration of arginine. The animals were anesthetized and the peritonitis was induced
by ligature and cecal section technique. The abdomen was then closed, and after ninety
minutes, new laparotomy, lavage of the peritoneal cavity, volume resuscitation, antibiotic
therapy and subcutaneous administration of arginine at a dose of 0.95 g / kg were
performed shortly after closure of the peritoneal cavity. After six hours of induction of
peritonitis, the animals were killed and lung fragments collected for histological and
morphometric analysis. RESULTS: In the P-AR group (arginine peritonitis) there was a
significant reduction in the mean nuclear count and histological parameters evaluated in the
lung when compared to P-PL group (peritonitis with placebo). CONCLUSION: Arginine
administration, at a dose of 0.95 g / kg, reduced early lung injury in mice with induced
peritonitis.

KEYWORDS: Peritonitis; Peritoneal lavage; Systemic Inflammatory Response
Syndrome; Adult Respiratory Distress Syndrome; Arginine.
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1 INTRODUCAO

A sepse decorrente das infecgGes peritoneais secundarias € uma das principais causas
de morte na clinica cirdrgica e em unidades de tratamento intensivo (Y. Apesar da melhoria
nos cuidados clinicos e do uso de antimicrobianos de largo espectro, ndo se tem observado

aumento no indice de sobrevida nas infec¢des peritoneais graves (3,

Diversos fatores, como a imunocompeténcia do individuo e a viruléncia da cepa
bacteriana também tém sido causa importante do aumento na gravidade da doenca nos
pacientes com peritonite ). A faléncia érg3os terminais, como os pulmdes, ocorre em cerca
de 74% dos casos e é uma das principais causas de morte nesses pacientes (' * %), Dentre as
principais complicagdes da peritonite, esta 0 acometimento de 6rgaos-alvos. Como o pulmao
€ o orgdo distante mais frequentemente afetado, pneumonia e pulmao de choque ocorrem
com frequéncia nesses pacientes (7). Sendo assim, varios estudos vém sendo realizados com
o objetivo de determinar as causas das alteragdes pulmonares observadas na sepse

abdominal ©),

Alguns autores sugerem que as doencas inflamatodrias, como a peritonite, podem
causar aumento da atividade oxidativa no pulmao, resultando em peroxidacdo da membrana
alveolar; outros sugerem ainda que, na peritonite, ha migracdo persistente de neutrdfilos
para o pulmdo mediada por acdo de citocinas secretadas por macrofagos ativados,
provavelmente pela liberacdo de mediadores exdégenos, como as endotoxinas bacterianas
(89, Como consequéncia desse processo, ocorre les3o alveolocapilar e liberagdo de radicais
livres de oxigénio. O resultado clinico dessa peroxidacdo é o edema, que pode ser secundario
ao aumento da permeabilidade microvascular e a abertura intermitente das juncbes

interendoteliais nas vénulas pds-capilares > 8),

Apesar de avangos no diagnostico e tratamento, as taxas de mortalidade

permanecem inalterada nos ultimos anos (). Para seu tratamento, a lavagem da cavidade



abdominal com solugdo salina é o método amplamente utilizado e tem como finalidade a
remogao de particulas que sao focos de contaminagao e que poderiam provocar persisténcia

ou exacerbacdo do processo inflamatdrio peritoneal ).

Nas ultimas décadas, permanece a discussdo sobre a realizacdo da lavagem da
cavidade peritoneal como um dos pilares do tratamento da peritonite. Mikulicz, em 1889, foi
o primeiro cirurgido a propor a lavagem da cavidade peritoneal 9. Ele definiu que a
operacdo precoce, com eliminacdo do foco infeccioso e a lavagem da cavidade poderiam
interromper a cascata inflamatdria e aumentar a sobrevida dos pacientes. Seiler et al. (1!
demonstraram, em uma andlise prospectiva de 258 pacientes com peritonite difusa, que
88% destes foram tratados com sucesso seguindo os preceitos de Mikulicz. Atualmente
acredita-se que o principal mecanismo pelo qual os pacientes tratados com a lavagem
peritoneal e contencdo do foco apresentavam melhor sobrevida seja o clareamento e a

neutralizacdo das endotoxinas (> & 11,

A lavagem da cavidade peritoneal mostrou-se efetiva no tratamento da peritonite,
por ser capaz de reduzir a carga bacteriana e inibir sua proliferacdo, sendo mais eficaz do
gue ndo realizar tratamento algum da cavidade, mesmo com o uso de antibioticoterapia
sistémica * 19, Estudos prévios em modelos animais demonstraram que a lavagem da
cavidade peritoneal com solugdes salinas a 0,9% ou 3% tem efeito benéfico na injuria

pulmonar em modelos de peritonite induzida (' 4 11),

Porém, existem efeitos comprovadamente negativos nos mecanismos de defesa do
peritdnio. Dentre eles, foi demonstrado que a lavagem ocasiona apenas redugdao temporaria
da populagdo bacteriana e remove mediadores inflamatérios importantes na resposta local
contra o agente agressor como proteinas de complemento, proteases, opsoninas e
imunoglobulinas, afetando negativamente os mecanismos de defesa peritoneal. A lavagem
da cavidade parece retardar o processo de cicatrizacdo das células mesoteliais lesadas e, em

alguns casos, pode causar ainda mais lesdo 8 membrana mesotelial (4.

Devido a incapacidade de uma mudanga significativa na morbidade e mortalidade na

peritonite, outros tratamentos vem sendo testados. Em 1988, Madden et al 12 observaram



gue a administracdo de L-arginina prolongou a sobrevida em animais submetidos a
peritonite experimental, talvez por exercer efeito modulador em células T, aumentando a
capacidade de resposta imune. Entretanto, Gonce et al (1990) ndo encontraram resultados
semelhantes (13), Desde ent3o, alguns trabalhos foram feitos avaliando o papel da L-arginina

na imunomodulagdo na peritonite.

A L-arginina é essencial para a aceleracao da ativacdo de macrofagos nas infecgbes
bacterianas devido a sua capacidade de iniciar as vias intracelulares que determinam a
resposta inflamatdria induzida por endotoxinas bacterianas (). Apesar de macréfagos serem
parcialmente estimulados em auséncia de L-arginina extracelular, a presenca desse
aminodcido acelera significativamente a sensibilidade de macrdofagos as endotoxinas
bacterianas 4. Essa resposta se da pelo aumento da producdo de compostos ativos do
oxigénio, de dxido nitrico e de calcio ativado, bem como da expressdao da oxido sintetase

induzida pelo éxido nitrico 14,

Observou-se, em estudos experimentais, que a administracdo de L-arginina
suplementar entre 2% e 4% da necessidade caldrica diaria pode reduzir a inflamagao e
estimular o estado imunitario, talvez por reduzir o estresse oxidativo. Observou-se também
que a L-arginina, na dose de 0,95 g/Kg/dia, administrada por via parenteral em modelo
animal de peritonite, aumentou a imunidade mediada por leucdcitos e esplendcitos,
melhorando a fungdo hepatica e a resposta inflamatéria, além da resposta de leucécitos na

cavidade peritoneal (1%,

As células organicas percebem indiretamente alteracdes nos niveis de L-arginina por
meio de modifica¢des na atividade em varias vias metabdlicas (** 15, Entretanto observou-se
também que em certas circunstancias, a administracdo da L-arginina pode causar producdo
excessiva de oxido nitrico, um metabdlito da L-arginina, o que poderia causar instabilidade

hemodinamica e aumento da resposta inflamatéria (13,

Diante do exposto, ¢é licito supor que a administracdo de L-arginina, como tratamento

complementar a lavagem da cavidade peritoneal, reposi¢ao volémica e administragao de



antimicrobianos parenterais, pode melhorar a resposta imunitaria, reduzindo a agressao

pulmonar em modelos de peritonite induzida.



2 OBJETIVO

Avaliar a resposta inflamatdria pulmonar precoce em camundongos com peritonite

induzida e tratados com lavagem da cavidade peritoneal e L-arginina por via sistémica.



3 RELEVANCIA

A busca de tratamentos que minimizem a injuria pulmonar na sepse de origem
abdominal é de grande importancia devido a alta morbimortalidade do quadro. Busca-se
ainda identificar formas de tratamento praticas e pouco onerosas capazes de atenuar a
resposta inflamatdria local e sistémica vistas nesses pacientes. Sabe-se que a lavagem da
cavidade peritoneal tem efeito benéfico no tratamento da peritonite e que a administracao
de L-arginina melhora a mortalidade nos animais com peritonite induzida. Entretanto, ainda
¢ desconhecido o beneficio da associacdo da lavagem peritoneal com administracdo
parenteral de L-arginina e como ela pode tratar eventuais lesdes em érgdos alvo, como os

pulmoes.



4 MATERIAIS E METODO

4.1 Etica

O projeto foi submetido ao Comité de FEtica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG) e aprovado com protocolo 210 / 2015
(Anexo A).

4.2 Animais utilizados e cuidados

Foram estudados 32 camundongos, da linhagem Balb/cAnNCrl, fémeas, com 45 dias
de vida e pesando aproximadamente 30g. Os animais foram obtidos no Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais e acomodados no depositario de pequenos animais da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (FM/UFMG) por pelo
menos 15 dias antes da experimentagdo. Todos os animais foram acondicionados em caixas
coletivas, com no maximo 10 animais por caixa, dimensdo 20x30x45cm, de poliuretano com
tampas de ago inoxidavel, forradas com serragem de madeira branca e atoxica. O recipiente
para agua era graduado, de polietileno e atdxico. As caixas foram mantidas em ambiente
seco, a temperatura ambiente, obedecendo a ciclos naturais dia-noite. Os animais tiveram

livre acesso a agua filtrada e a racdo para roedores (Labina®, Purina) antes do experimento.

4.3 Calculo do n amostral

Em trabalhos anteriores, obteve-se na morfometria de camundongos controle (sem

afeccdo) média da contagem de 765,3 + 186 células por campo. O desenho do experimento



propde quatro grupos experimentais. Aplicando na plataforma de calculo do numero
amostral do Laboratério de Estatistica e Epidemiologia do Instituto Dante Pazanezzi

(disponivel em www.lee.dante.br) as informacdes acima, obteve-se:

QUADRO 1 — RELACAO ENTRE O NIVEL DE SIGNIFICANCIA, PODER DO TESTE E TAMANHO DA
AMOSTRA POR GRUPO

NIVEL DE SIGNIFICANCIA PODER DO TESTE TAMANHO DA AMOSTRA
POR GRUPO
5% 65% 6
5% 70% 6
5% 75% 7
5% 85% 8
5% 90% 9
5% 95% 11
5% 80% 17
0,1% 80% 11
1% 80% 6

Optou-se por empregar, neste estudo, o poder de teste de 85% para reduzir o
numero de animais que seriam utilizados, seguindo o principio dos 3Rs (reduce, replacement,

refinement).

4.4 Desenho do experimento

Os animais foram distribuidos nos seguinte grupos experimentais:

Grupo laparotomia com placebo (L-PL, n=8) - camundongos submetidos a
laparotomia e, apds noventa minutos, tratamento da cavidade peritoneal seguida da
administracdo do placebo (solucdo salina 0,9%) em volume igual ao do aminoacido
administrado aos animais dos grupos que receberam a L-arginina. Os animais foram mortos

apos 6 horas da inducdo da peritonite.

Grupo laparotomia com arginina (L-AR, n=8) - camundongos submetidos a
laparotomia e, apds noventa minutos, tratamento da cavidade peritoneal seguida da
administragdo da L-arginina na dose de 0,95 g/Kg, em dose Unica. Os animais foram mortos

apos 6 horas da inducdo da peritonite.




Grupo peritonite com placebo (P-PL, n=8) - camundongos submetidos a indugdo da
peritonite. Tratamento da cavidade peritoneal apds noventa minutos da inducdo e
administracdo de placebo (solugdo salina 0,9%) em volume igual ao do aminodcido
administrado aos animais dos grupos que receberam a L-arginina. Os animais foram mortos

apods 6 horas da indugdo da peritonite.

Grupo peritonite com arginina (P-AR, n=8) - camundongos submetidos a inducdo da
peritonite. Tratamento da cavidade peritoneal apds noventa minutos e administracdo da L-
arginina na dose de 0,95 g/Kg, em dose Unica. Os animais foram mortos apds 6 horas da

indugao da peritonite.

QUADRO 2 — DESENHO DO EXPERIMENTO

Grupos n=8 0 hora 90 minutos & horas
Laparotomia com Laparotomia Laparotomia exploradora Morte
placebo (L-PL) exploradora +Lavagem e secagem da cavidade

+ Antibioficoterapia
+Reposicdo volémica
+Placebo parenteral

Peritonite com Inducdo da Resseccdo do cecoisquémico Morte
placebo peritonite +Lavagem e secagem da cavidade
(P-PL) + Antibioficoterapia

+Reposicdo volémica
+Placebo parenteral

Laparotomia com Laparotomia Laparotomia exploradora Morte
arginina exploradora +Lavagem e secagem da cavidade
(L-AR) + Anfibioficoterapia

+Reposicdo volémica
+Arginina parenteral

Peritonite com Inducdo da Resseccdo do cecoisquémico Morte
arginina (P-AR) petritonite +Lavagem e secagem da cavidade
+ Anfibioficoterapia
+Reposicdo volémica
+Arginina parenteral

4.5 Anestesia e técnica operatoria

451 Anestesia

Os animais foram anestesiados com injecdo subcutanea (SC) de uma solucdo de
cloridrato de quetamina, 50mg/Kg/dose (Schering-Plough, Cotia-SP), associado a cloridrato

de xilazina, 8 mg/Kg/dose (Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira-SP).
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4.5.2 Laparotomia

Todo procedimento cirurgico foi realizado com material esterilizado em autoclave.
Apds a verificagao do nivel anestésico, os animais foram posicionados em placa de isopor
revestida de plastico, em decubito dorsal e imobilizados através de contencdo das patas e da
cauda com fita adesiva. Realizou-se a antissepsia do abdome com clorexidina degermante a
2% (fig 1A), seguida da laparotomia mediana inferior de dois centimetros de extensdo e
diérese dos planos (fig. 1B). Foi realizada apenas a identificagdo do ceco nessa etapa (fig. 1C).
Em seguida, procedeu-se a laparorrafia em plano total com sutura em chuleio continuo,
utilizando fio de Catgut 4-0 cromado (fig. 1D). Todos os animais foram novamente
acondicionados em caixas coletivas, separandos os animais por grupos. A partir de entao, os

animais permaneciam com livre acesso apenas a agua filtrada.

Figura 1: Técnica Operatdria — Laparotomia. A: Antissepsia. B: Laparotomia. C: Inventdrio
da cavidade. D: Laparorrafia.



11

4.5.3 Peritonite

Apds verificagdao do plano anestésico, foi realizada antissepsia da parede abdominal
com clorexidina degermante a 2% e entdo realizada laparotomia mediana de 2 cm,
induzindo-se a peritonite pelo método da ligadura e seccdo do ceco (1%, que consiste na
ligadura da borda antimesentérica do ceco, em topografia distal a jun¢do ileocecal, com fio
de seda 5-0 e sec¢do da bolsa cecal com tesoura, em uma extensao de dois milimetros. A
sintese da parede abdominal foi realizada como no grupo da laparotomia, com sutura
continua em plano total, utilizando fio de Catgut 4-0 cromado. Os animais foram

acondicionados em caixas, com livre acesso a agua.

NI R

Figura 2: Técnica Operatdria — Indugdo da Peritonite. A: Laparotomia mediana. B: IdentificagGo
do ceco. C: Ligadura da borda antimesentérica do ceco. D: Incisdo na bolsa cecal.
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4.5.4 Tratamento da Cavidade Peritoneal

Apds noventa minutos da indugdo da peritonite ou da laparotomia, os animais foram
submetidos a nova laparotomia sob a mesma inducdo anestésica e técnica operatdria
descritas nos itens 4.5.2 e 4.5.3. Em seguida, foi realizada ressec¢ao da bolsa cecal isquémica
e o tratamento da cavidade peritoneal com lavagem por 3 vezes com 5 ml de solucdo salina
aquecida (382 C), seguido da secagem da cavidade com gaze estéril e sintese da parede
abdominal, conforme descrito no item 4.5.2. Todos os animais receberam ceftriaxona, na
dose de 30mg/Kg/em tomada Unica, (Eurofarma, Sdo Paulo-SP) via intramuscular (IM) e
administracdo de 1 ml de solugdo salina (SC) para reposi¢ao volémica. Os animais dos grupos
L-AR E P-AR receberam a L-arginina (SC) na dose de 0,95g/kg (volume de 0,06 ml de uma
solugdo de arginina a 45%, Amphora — Belo Horizonte - MG), e os animais dos grupos

placebo receberam igual volume de solucdo salina a 0,9% (0,06 ml) pela mesma via.

Figura 3: Técnica Operatdria — Tratamento da Cavidade Peritoneal. A: Reabertura da cavidade peritoneal e
identificagdo da bolsa cecal isquémica B: Lavagem da cavidade peritoneal com 5 mL da solugdo aquecida a 38°
C. C: Secagem da cavidade peritoneal com gaze estéril.
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4.5.5 Necropsia

Apds seis horas da indugao da peritonite, os animais foram mortos por sobredosagem
de anestésico (200 mg/kg quetamina + 25 mg/kg xilasina SC) e realizada a reabertura da
cavidade abdominal, ampliada por meio de uma esternotomia mediana. Em seguida, foi
retirado o pulmao esquerdo de cada animal, e os fragmentos armazenados separadamente
em frascos com solucdo de formol a 10%.

As carcacas dos animais foram armazenadas sob congelacdo no Laboratdrio de
Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais
(FM/UFMG) e, posteriormente, encaminhadas a Divisdo de Material Bioldgico e Hospitalar
da Superintendéncia de Limpeza Urbana (SLU) de Belo Horizonte, drgdo responsavel pela

coleta de material biolégico do municipio.

4.6 Analise Histologica e Morfométrica

O fragmento de pulmao esquerdo foi incluso em parafina, sendo realizados cortes de
5,0 um, corados com hematoxilina-eosina e preparados em laminas de vidro.

A analise histolégica foi realizada no Laboratério de Anatomia Patoldgica da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, sob supervisao do
professor Frederico Melo.

As laminas foram avaliadas por um Unico examinador que desconhecia a que grupo
pertencia cada lamina. Foram avaliados os seguintes parametros, classicos do processo
inflamatdrio da SDRA: perda da arquitetura, observada pela presenca de ruptura dos septos
alveolares (fig. 4), congestdo vascular (fig. 5), colapso alveolar (fig. 6) e hemorragia intra-
alveolar (fig. 6). Esses parametros foram pontuados de 0 a 3, sendo considerado 0 auséncia

do parametro, 1 acometimento leve, 2 acometimento moderado e 3 acometimento grave



Figura 4 — Microfotografia mostrando a ruptura alveolar grau 1 e colapso
grau 1 em amostras de pulmdées de camundongos com peritonite induzida e
tratados ou ndo com arginina. Seta indicando espago alveolar subpleural com
ruptura de septos alveolares. Circulo: foco de colapso alveolar associado
(Aumento 40x).
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Figura 5 — microfotografia mostrando a classificacdo da congestdo vascular em amostras de pulmdes de
camundongos com peritonite induzida e tratados ou ndo com arginina. (Aumento de 400X)




Figura 6 — microfotografia mostrando a classificagdo do colapso alveolar em amostras de
pulmées de camundongos com peritonite induzida e tratados ou ndo com arginina.

HE 400x
Figura 7 - microfotografia mostrando hemorragia grau 1. Setas: hemdcias
extravasadas para o interior de alvéolos em amostras de pulmdes de

camundongos com peritonite induzida e tratados ou ndo com arginina.

15
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Os pontos obtidos em cada parametro foram somados, obtendo-se uma pontuacao
de inflamagdo que poderia variar de 0 a 12. A pontuagao final obtida por cada animal em
cada grupo foi utilizada para obtencdo da média e desvio padrdo de cada grupo.

A analise morfométrica foi realizada em parceria com o Laboratério de Protozooses
do Departamento de Patologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, sob supervisao
do professor Marcelo Caliari.

O fragmento de pulmao esquerdo foi incluso em parafina, sendo realizados cortes de
5,0 um, corados com hematoxilina-eosina e preparados em laminas de vidro.

Para a analise do infiltrado neutrofilico do parénquima pulmonar foi utilizada
metodologia semelhante & padronizada por Ferreira Junior et al 1”) e Muniz et al ). Todos os
cortes histolégicos foram vistos com objetiva de 20X com uso do microscépio Axiolab (Carl
Zeiss, Oberkochen, Germany) para a digitalizacdo aleatdria de 40 imagens por meio da
microcamera Samsung SDC-415, perfazendo uma area total de 1.738.344 um2 de
parénquima analisado.

Os nucleos de todas as células presentes no parénquima pulmonar foram contados
por intermédio de uma sequéncia de algoritmos do programa KS300 contido no analisador
de imagens Carl Zeiss. As técnicas de processamento de imagens foram aplicadas para
evidenciar os nucleos das células e, através da segmentacdo, foram selecionados os pixels
dos nucleos de todos os tipos celulares e excluidos aqueles de outras estruturas do corte
histoldgico. Mediante este processo, foi criada uma imagem bindria e calculados todos
nucleos.

Para analise final da morfometria, os valores de contagem nuclear adquiridos em
cada uma das imagens capturadas nos diferentes planos foram agrupados para determinar a
contagem celular total de cada animal. Esta andlise foi realizada por um pesquisador cego
aos grupos examinados. O resultado do nimero de células/campo por animal foi expresso
em média do numero de células nas imagens analisadas. Para analise final de cada grupo, foi
considerado o valor médio encontrado, por campo, para cada animal e, posteriormente,

calculadas a média e o desvio padrao.
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4.7 Andlise estatistica

Os pontos obtidos no somatdrio dos parametros da andlise histolégica e a contagem
dos nucleos obtidos em cada animal na anadlise morfométrica foram tabulados
separadamente no programa Excel (Microsoft®), e as médias e desvios padrdes dos grupos
do experimento foram calculados empregando-se o teste t de Student com emprego do
programa Excel (Microsoft®). Comparando-se os grupos dois a dois, foram consideradas

diferencas para p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Mortalidade

Nao houve mortalidade de animais em nenhum dos grupos analisados durante todo o

experimento.

5.2 Histologia

Dentre os parametros histolégicos avaliados, a perda da arquitetura classificada
como moderado ou grave ndo foi observado em nenhum animal do grupo L-PL. Nos grupo P-
PL e P-AR foi observado em apenas um animal (12,5%) e, no grupo L-AR esteve presente em
trés animais (37,5%), sem diferenca entre os grupos. O colapso alveolar, classificado como
moderado ou grave (figura 8), foi observado em somente um animal nos grupos L-PL e P-PL

(12,5%), e em nenhum animal dos grupos L-AR e P-AR, sem diferenca entre os grupos (Tab1)

TABELA 1 — PRESENCA DE ALTERACOES HISTOLOGICAS EM PULMOES DE CAMUNDONGOS
CONTROLE OU COM PERITONITE INDUZIDA E TRATADOS OU NAO COM ARGININA
PARENTERAL.

PARAMETROS HISTOLOGICOS

8 PERDA DA CONGESTAO COLAPSO HEMORRAGIA
5 ARQUITETURA VASCULAR ALVEOLAR INTRA-ALVEOLAR
g Ooul 20u3 Ooul 20u3 Ooul 20u3 Ooul 20u3
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
L-PL 8 (100) 0(0) 6 (75,0) 2(25,0) 7(87,5) 1(12,5) 8(100) 0(0)
P-PL  7(87,5) 1(12,5) 2(25,0) 6 (75,0) 7(87,5) 1(12,5) 3(37,5) 5(62,5)
L-AR  5(62,5) 3(37,5) 6(75,0) 2(25,0) 8(100) 0(0) 7 (87,5) 1(12,5)
P-AR 7 (87,5) 1(12,5) 8(100) 0(0) 8 (100) 0(0) 8 (100) 0(0)

L-PL, Laparotomia tratado com placebo; P-PL, peritonite tratado com placebo; L-AR, laparotomia tratado com
arginina; P-AR, peritonite, tratado com arginina.
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Figura 8 — microfotografia mostrando colapso pulmonar grau 2 em
camundongo submetido a peritonite induzida e tratado com placebo

A congestdo vascular moderada ou grave (fig 9) ndo foi vista em nenhum animal do
grupo P-AR (peritonite tratado com arginina), dois animais dos grupos L-PL (laparotomia
tratado com placebo) e L-AR (laparotomia tratado com arginina), mas esteve presente em
seis animais do grupo P-PL (peritonite tratado com placebo), com diferenca significativa

(p=0,04).
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Figura 9 - microfotografia mostrando congestdo vascular grau 2
em camundongo submetido a peritonite induzida e tratado com
placebo. Infiltrado polimorfonuclear (circulos) e congestéo grau 2
(seta: hemdcias)

A hemorragia intra-alveolar moderada ou grave (fig.9) ndao foi vista em nenhum
animal dos grupos L-PL e P-AR. No grupo L-AR foi observada em apenas um animal,
enquanto no grupo P-PL a alteracdo foi vista em 5 animais (p=0,007)

A analise da somatdria dos parametros histoldégicos mostrou que, no grupo L-PL, a
pontuacdao média foi de 3,63 = 1,77 (graf.1). No grupo P-PL, a pontuagdo média dos
parametros histoldgicos foi de 5,38 £ 1,1, com diferenca entre os grupos (p=0,02).

No grupo P-PL, a pontuacdo média foi de 5,38 + 1,1, e no grupo P-AR foi de 3,38 +
1,19, com diferenga entre os grupos (p= 0,02).
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AMALISE HISTOLOGICA
[¥a]

P-PL

GRUPOS

L-AR
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Grdfico 1 — Pontuagdo da andlise histoldgica, expressa como média + desvio-padrdo. L-PL versus P-PL, p=0,02;

P-PL versus P-AR, p=0,02.

5.3 Morfometria pulmonar

Os resultados observados na morfometria dos quatro grupos estudados estdo

representados no grafico 2.
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Grdfico 2 - Contagem nuclear média no pulmdo, expressa como média * desvio-padréo. L-PL versus P-PL,
p=0,00002; P-PL versus P-AR, p=0,0002; L-AR versus P-AR, p=0,01

No grupo L-PL, a média de nucleos em 30 campos aleatérios foi de 124,9 + 7,4 (Figura
4). No grupo P-PL, a contagem média de nucleos foi de 169,9 + 2 (Figura 5), com diferenca
entre os grupos (p= 0,000022).

O grupo L-AR apresentou uma contagem nuclear média de 120,8 + 3,0 (Figura 6), sem
diferenca significativa quando comparado ao grupo L-PL (p=0,16).

O grupo P-AR apresentou uma contagem média de nucleos de 141,7 + 13,8 (Figura 7),
apresentando diferenga significativa quando comparado ao grupo P-PL (p=0,00025), e

também com diferenca quando comparado ao grupo L-AR (p= 0,0018).
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6 DISCUSSAO

O peritonio e suas células constitutivas, denominadas células mesoteliais,
desempenham papel central na fisiologia da cavidade abdominal, que vai além do
deslizamento da superficies das estruturas que a compdem. Como possui a mesma origem
embriondria das células endoteliais, 0 mesotélio pode expressar marcadores de superficie
gue garantem fungdes como promover a migracdo de neutrofilos, interagir com proteinas da
matriz extracelular, apresentar antigenos a células imunes e induzir a produgao de citocinas
inflamatdrias e anti-inflamatdrias (8. Quando ha agressdo a homeostase peritoneal, seja por
agentes infecciosos ' % 19 inflamatdrios ) ou irritativos 18, advém uma resposta local
intrinseca e complexa, gerando a peritonite (1), entdo interacdo entre as células mesoteliais
e as células do sistema imune que gera a reacdo inflamatdria local, seguida da resposta
sistémica.

Uma das respostas sistémicas mais exuberante é a estimulacdo a producdo e
migragao dos neutrofilos, células responsdveis pela resposta imune na resisténcia do
hospedeiro a infeccdo, uma vez que possuem capacidade de fagocitar e matar bactérias. No
entanto, o infiltrado neutrofilico pode causar danos as células endoteliais vasculares através
de vdarios mecanismos que envolvem espécies reativas de oxigénio, enzimas proteoliticas,
citocinas inflamatérias e 6xido nitrico 9. As rea¢des locais promovem repercussdes
sistémicas como choque séptico e sindrome da faléncia multiplas de érgaos, pela liberacdo
na circulacdo de endotoxinas pelas bactérias e de citocinas pré-inflamatdrias pelas células
fagocitdrias. Ha também acometimento de 6rgaos a distancia sendo o pulmao o 6rgao mais
comprometido nas infecgdes sistémicas (21 22),

A sindrome do desconforto respiratério do adulto (SDRA) foi descrita pela primeira
vez em 1967 23, Sua mortalidade permanece essencialmente inalterada apesar da crescente
sofisticacdo das técnicas de suporte. A sepse € a causa mais comum de SDRA, geralmente de
foco abdominal e com consequente afeccdo pulmonar. Uma vez que todo o débito cardiaco

passa pelo pulmao, e ele possui ampla rede capilar, ndo é de se estranhar que seja o
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principal 6rgdo-alvo acometido. A SDRA é, portanto, cada vez mais vista como o componente
pulmonar de multiplos sistemas de falha organica, desencadeada pela resposta sistémica a
sepse (2% 24 Histologicamente, a injuria pulmonar aguda precoce se caracteriza por um
infiltrado alveolar neutrofilico difuso, com hemorragia, perda da arquitetura original e
edema pulmonar.

Em pacientes criticamente doentes, postula-se que a endotoxina, derivada das
bactérias gram-negativas aerdbicas no trato gastrointestinal, é responsavel pela ativacdo de
cascatas celulares e humorais que resultam nas alteragdes patologicas observadas na SDRA
(24,25) Dentre essas alteragdes destacam-se o0 aumento na atividade oxidativa dos pulmdes, a
peroxidacdo da membrana basal e secrecdo de citocinas pré-inflamatérias pelos macréfagos
ativados, gerando aumento na permeabilidade alveolocapilar e afluxo persistente de
neutrofilos para os pulmdées. Os mecanismos de lesdo incluem tanto a injuria direta (tdxica)
ao parénquima pulmonar quanto indireta (principal responsavel pelas anormalidades
fisioldgicas) como consequéncia da ativacdo de resposta inflamatdria aguda e liberagcdo de
produtos citotoxicos derivados de leucdcitos, como espécies reativas de oxigénio, enzimas
proteoliticas, proteinas catidnicas, fatores de crescimento, eicosanoides e citocinas (2%). As
citocinas pro-inflamatérias produzidas sdo responsaveis pela perpetuacdo do processo
inflamatdrio, com aumento da lesdo alveolocapilar e consequente edema pulmonar e a
atelectasia que culmina, em ultima instancia, na hipoxemia 7" 28), H4 comprovac¢do em dados
da literatura de que o infiltrado leucocitario pulmonar em mamiferos aumenta até atingir
um platd de noventa minutos a cinco horas apés a inducdo da peritonite (). Logo, apesar de
ser incomum uma abordagem cirdrgica tdo precoce na pratica clinica, o periodo de
observacdo deste experimento é suficiente para avaliar a injuria pulmonar precoce apds a
peritonite secundaria (29,

Na sepse abdominal ha producdo de citocinas responsaveis por manifestacoes
clinicas como febre, hipercoagulacdo e hipotensdo periférica. Os fatores desencadeadores
do estimulo a superexpressdo de citocinas sdo componentes da parede celular dos
microrganismos, como o acido lipoteicdico (LTA) e peptideoglicanos, derivados de bactérias
gram-positivas (exotoxinas), ou o lipopolissacarideo (LPS), no caso de bactérias gram
negativas (endotoxinas) (3°. Essas toxinas se ligam a receptores de membrana em

macrofagos e mondcitos, como CD-14 e receptor “tool-like”, que sinalizam a producdo e
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liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a, IL-1 e IL-6, e algumas citocinas anti
inflamatdrias como IL-10 e IL-4. Outro fator é a expressdao de moléculas de adesao celular,
como ICAM-1, que no endotélio é responsdvel por capturar neutréfilos da circulacdo
sistémica para migrarem para os tecidos inflamados. Existe ainda uma superexpressao de
enzimas como a 6xido nitrico sintetase (NOS) e a ciclooxigenase, com liberacdo sistémica de
espécies reativas de oxigénio, gerando dano tecidual grave (30 3%,32,33),

Para estudo da fisiopatologia da sepse abdominal, bem como medidas visando
atenuacdo da resposta local e sistémica, sdo utilizados frequentemente modelos
experimentais. A peritonite pode ser induzida em animais de varias maneiras (3% 34 35 36),
como a injecdo de lipopolissacarideos (intraperitoneal ou intravenoso), ligadura e puncao do
ceco, injecdo intraperitoneal de bactérias, dentre outros. Neste trabalho optou-se pela
ligadura e seccdo do ceco, método adaptado do modelo de ligadura e puncdo do ceco (LPC)
que possui eficadcia comprovada em varios estudos, manifestando todas as caracteristicas
cardinais da sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) de forma precoce (37: 38 39),
No entanto, existe divergéncia se a ligadura e seccdo do ceco isoladamente é capaz de
induzir injdria pulmonar (4% 4142 43) |sso se deve ao fato desse método apresentar algumas
variabilidades: tamanho da incisdo a ser realizada (neste trabalho foi padronizado dois mm),
a extensdo da laparotomia (fator que determina o componente de trauma tecidual), a
guantidade de fezes remanescente na bolsa cecal (fator que determina o componente
infeccioso da peritonite) e o tamanho da bolsa cecal (fator que determina o componente
isquémico da peritonite). Neste estudo, a exemplo de dados obtidos de estudo de Muniz et
al ® e Bicalho et al '®), demonstrou-se que a ligadura e sec¢do do ceco utilizando tesoura foi
capaz de induzir peritonite, sepse e injuria pulmonar, de forma uniforme e controlada, o que
foi comprovado pelo aumento de células no pulmao de animais sem tratamento, bem como
alteragdes histoldgicas mais exuberantes.

O modelo de ligadura e puncdo cecal (LPC) foi desenvolvido como um modelo simples
e reprodutivel, que tem sido amplamente utilizado na pesquisa de sepse. As principais
vantagens do modelo LPC sdo a sua simplicidade, similaridade na morbidade e mortalidade e
semelhanga com problemas clinicos como uma apendicite perfurada ou diverticulite, uma
vez que ocorre a contaminagdo peritoneal por flora mista na presenca de tecido

desvitalizado “?. No entanto, devido a alguns fatores esse modelo n3o reflete
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completamente a fisiopatologia da sepse em seres humanos (28, Entre as causas dessa
discrepancia encontram-se a idade (usualmente se realiza estudos em animais jovens), a
homogeneidade da amostra (peso, género, semelhanca genética), o estado imunitario e
nutricional adequado em modelos animais, além da auséncia de comorbidades, o controle
ambiental e social (auséncia de tabagismo, etilismo) e o tratamento em tempo padronizado
e precoce da sepse em animais (4243, 44),

O tratamento da sepse de foco abdominal baseia-se em 3 pilares: antibioticoterapia
sistémica, controle da fonte da infec¢do com retirada dos contaminantes grosseiros e
ressuscitacdo volémica adequada, usualmente com 30 ml de solugcdo cristaloide por
quilograma de peso corporal ® 4. Entretanto, diante da morbimortalidade da afecc¢do
persistir em niveis preocupantes, justifica-se a investigacdo de medidas que visem a reducdo
da inflamagao sistémica e, consequentemente, da morbimortalidade operatéria.

Nas ultimas quatro décadas, a L-arginina tem sido usada em uma ampla variedade de
condigbes clinicas e n3o clinicas “4. Em 1988, Madden et al *? demonstraram que existe
efeito benéfico da L-arginina na sobrevivéncia de ratos com peritonite grave e letal induzida
por ligadura cecal e punc¢do com agulha dupla (LPC). Em 1990, Gonce et al 3 ndo
reproduziram os mesmos resultados e sugeriram que a suplementacdo dietética de L-
arginina ndo aumentaria a sobrevivéncia de cobaias com peritonite experimental. Desde
entdo, inumeros estudos foram publicados evidenciando efeitos contraditdorios em relacdo a
suplementacdo de L-arginina na sepse por peritonite.

A L-arginina é um aminodcido semi-essencial em seres humanos, pois pode ser
sintetizada endogenamente numa quantidade suficiente para atender as necessidades, ndo
sendo necessdria na dieta de adultos saudaveis. Durante periodos de estresse metabdlico ou
traumatico, no entanto, a L-arginina é considerada um aminoacido condicionalmente
essencial quando o suprimento enddgeno é inadequado para satisfazer as demandas
metabodlicas. A L-arginina vem de 3 fontes primarias, sendo elas: a dieta (a dieta ocidental
contribui entre 25 e 30% da L-arginina total presente em a circulagdo); a sintese endégena (a
L-arginina é sintetizada endogenamente via conversado de citrulina em L-arginina no rim); e a
degradagao de proteinas enddgenas. A L-arginina é também um precursor da formagdo de

poliaminas e hidroxiprolina, importantes para o reparo do tecido conjuntivo %)
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A L-Arginina é também substrato para a producdo de 6xido nitrico (NO) e, portanto,
aumenta sua disponibilidade sistémica. Esta reacdo é realizada por 3 isoformas de NO
sintetase: endotelial (eNOS), induzida com citoquinas (iNOS), e neuronal (nNOS).
Metabolicamente, a L-arginina pode ter 3 mecanismos centrais. Primeiramente, o NO
produzido é uma potente molécula de sinalizacdo intracelular. Em segundo lugar, o NO
também é responsavel por melhorar a a¢do bactericida do macroéfago, aumentando a sua
sensibilidade as endotoxinas e sua conversdo do macréfago M1 (inativo) para M2 (ativo).
Também, a L-arginina atua como potente modulador imune através dos seus efeitos na
proliferacdao e maturagao de linfdcitos, bem como diferenciagao de linfécitos e macréfagos
(44, 46,46).

A Arginase-1 é uma enzima que degrada rapidamente a L-arginina, e suas
concentragdes plasmaticas aumentam rapidamente apds injuria devido a cirurgia ou traumas
(47, 48, 49) Células imaturas da linhagem mieldide s3o liberadas simultaneamente da medula
Ossea para a circulacdo e expressam grandes quantidades de Arginase-1 em sua superficie. O
fornecimento enddégeno de L-arginina diminui, enquanto que a demanda celular de L-
arginina é aumentada (“& 4% 50. 51) A perda acelerada de L-arginina enddgena durante a
doenca grave é provavelmente devido a degradacdo da Arginase-1 em varios tecidos (4> 46 52,
53), Além disso, a regulacdo positiva de iNOS para produzir NO e citrulina contribui apenas
minimamente para a deple¢do de L-arginina (1> 44 45),

A imunidade mediada por células T desempenha importante papel nas respostas do
hospedeiro a infecgdo (4% 45 34 55 56) A -arginina proporciona um efeito estimulador no timo
e nos linfocitos T, o que aumenta as respostas alogénicas, mitogénicas e antitumorais do
hospedeiro (12 44 A deficiéncia ou indisponibilidade de L-arginina diminui a proliferacdo
dessas células. Consequentemente, a disfuncdo linfocitaria leva a diminuicdo de CD-4
circulantes ©7), aumento da IL-2, aumento da producdo de interferon gama e perda de
fun¢do do receptor das células T (4, Neste trabalho, avaliamos a presenca de infiltrado
leucocitario, tanto linfocitico quanto polimorfonuclear, como marcador da resposta imune e
inflamacdo nos pulmd&es dos camundongos com sepse induzida.

A suplementac¢do com L-arginina é controversa 44 458 0 conceito tedrico de que a
L-arginina pode promover agravamento do quadro de pacientes cirurgicos ou criticamente

doentes baseia-se no fato desses pacientes serem hemodinamicamente instaveis e com uma
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resposta inflamatdria aumentada. A hipdtese seria que, ao fornecer L-arginina suplementar,
ocorreria uma produgao de NO adicional, que poderia exacerbar a vasodilatagao, ja presente
em pacientes sépticos, com piora hemodinamica e hipotensdo refrataria. Porém, verificou-se
que a producdo de NO n3o aumenta significativamente, tampouco é clinicamente relevante,
uma vez que a pressdo arterial média ndo diminui com a suplementacdo de L-arginina em
paciente criticos *°). Pelo contrario, estudos tem mostrado que a administra¢do intravenosa
de L-arginina em pacientes com sepse estimulou a producdo de NO ao mesmo tempo que
reduziu a degradacdo de proteinas em todo organismo (9. Esses efeitos metabdlicos
potencialmente benéficos ocorreram sem alteracdes negativas nos parametros
hemodinamicos Y. Outro dado adicional refere-se ao fato de que a administracdo de
inibidor de NOS em pacientes sépticos aumentou a mortalidade e a frequéncia de lesGes em
orgdos alvo, sugerindo que o bloqueio da sintese de NO é deletéria e que sua presenca é
necessdria para vasorregulacdo (4% 57 62, 63) No presente trabalho, verificou-se os efeitos
benéficos da reposicdao da L-arginina, sem que houvesse aumento da mortalidade ou piora
da resposta inflamatadria, do contrério, os resultados obtidos mostram que a L-arginina pode
dimunuir a agressao tecidual e a lesdo em 6rgaos-alvos.

Existe um equilibrio metabdlico entre a L-arginina e um subproduto da L-arginina, a
dimetilarginina assimétrica (ADMA) (64 ) Acredita-se que um desequilibrio na proporg¢do
dos dois aminodcidos esteja associada com disfungao em 6rgaos-alvos. A ADMA é produzida
como uma alteracdo pos-traducdo da L-arginina, e tem como efeito principal a
vasoconstricdo, o que pode atenuar os efeitos vasodilatadores do NO. L-arginina elevada ou
ADMA reduzida resultaram em diminui¢cdo da mortalidade em pacientes sépticos (4> 6264,

Esses conceitos tentam explicar o que chamamos de “paradoxo da arginina” ©2. A
plausibilidade bioldgica do beneficio da suplementagao da L-arginina pode estar relacionada
a possibilidade de reversdo de uma combinacdo de fatores deletérios como a deplecdo de L-
arginina em um estado de sepse, aumento de NO e deslocamento da proporcdo de L-
arginina para a ADMA, levando a uma mudanga na vaso regulacao e entrega de oxigénio
tecidual 4.

Quanto as vias de administragdo, sabe-se que a L-Arginina administrada por via
enteral ndo apresenta toxicidade quando fornecida nas doses disponiveis em formulagdes

comerciais (5>5% ) A gdministracdo parenteral de L-arginina é segura em niveis clinicos,
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embora ndo existam estudos que permitam definir a dose, taxas ou método de infusdo
associados com melhor resposta 4. Ha evidéncias na literatura, que a infus3o de L-arginina
é segura em pacientes sépticos quando administrada por via parenteral (¢7). Este estudo
demonstrou que a dose parenteral de 0,95 g/Kg/dose Unica (1 teve efeito positivo na
reducdo da resposta inflamatdria pulmonar de camundongos com sepse abdominal induzida.

Novos estudos devem-se ser conduzidos com vistas a determinacdo da resposta
tardia a administragdo de L-arginina em modelo de sepse abdominal, bem como avaliagao da
resposta sistémica determinada pelo uso da L-arginina como imunomodulador na sepse de

origem abdominal.



30

7 CONCLUSAO

A administracdo parenteral de L-arginina foi capaz de reduzir a resposta inflamatdria

pulmonar precoce em camundongos com peritonite induzida.
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TABELA 2 — CONTAGEM NUCLEAR EM 30 CAMPOS ALEATORIOS NO PULMAO ESQUERDO DE
ANIMAIS DO GRUPO LAPAROTOMIA COM PLACEBO (L-PL).

CAMPOS 1 2 3 4 5 6 7 8
1 137 197 119 169 109 143 143 143
2 113 207 183 151 112 216 143 143
3 133 133 160 110 117 187 163 119
4 225 190 120 137 139 180 149 128
5 136 136 146 133 133 215 148 118
6 161 153 153 161 112 182 212 119
7 142 144 81 92 101 185 143 137
8 147 130 143 68 160 204 158 114
9 132 100 173 86 134 143 140 116
10 118 110 179 94 103 138 143 94
11 193 113 163 96 169 134 109 113
12 141 202 138 78 142 114 90 133
13 189 93 177 95 137 113 143 108
14 148 125 148 129 149 103 107 97
15 131 176 154 138 131 143 181 94
16 84 151 137 131 112 146 150 117
17 151 121 126 94 145 143 143 135
18 112 131 127 93 156 114 143 103
19 163 157 163 109 170 126 123 126
20 134 144 160 112 171 143 126 122
21 121 121 131 104 137 149 98 116
22 168 134 168 100 126 143 118 135
23 178 112 137 117 145 119 138 131
24 112 207 126 111 160 102 162 149
25 151 128 160 110 111 180 157 125
26 56 112 110 98 143 143 139 146
27 110 105 149 133 144 122 143 125
28 111 109 153 63 104 118 192 125
29 119 148 148 86 99 106 165 86
30 211 137 139 90 104 104 154 102

TOTAL 4227 4226 4371 3288 3975 4358 4323 3619
MEDIA 140,9 140,86 145,7 109,6 132,5 145,26 144,1 120,63
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TABELA 3 — CONTAGEM NUCLEAR EM 30 CAMPOS ALEATORIOS NO PULMAO ESQUERDO DE
ANIMAIS DO GRUPO PERITONITE COM PLACEBO (P-PL).

CAMPOS 1 2 3 4 5 6 7 8
1 182 142 143 153 169 128 142 141
2 162 157 136 152 140 193 150 168
3 161 173 176 170 171 168 153 170
4 142 135 193 174 143 154 154 156
5 170 160 167 155 128 156 151 181
6 168 157 187 191 153 173 177 141
7 153 187 145 167 159 175 133 149
8 157 163 154 181 138 195 167 151
9 158 175 174 152 181 155 154 168
10 160 188 161 154 170 152 150 148
11 148 145 172 172 175 156 171 152
12 146 148 184 174 157 176 160 139
13 157 173 163 156 176 168 153 160
14 154 177 159 176 182 201 148 158
15 144 174 151 192 170 185 170 143
16 161 181 182 192 150 201 162 163
17 184 190 193 168 151 174 151 170
18 152 147 141 163 165 169 178 158
19 142 138 163 159 201 178 180 160
20 172 147 178 185 155 163 163 156
21 170 158 189 156 174 141 160 148
22 172 161 193 201 168 147 158 163
23 182 152 169 173 158 159 120 165
24 162 144 175 175 172 168 147 155
25 161 174 193 195 159 151 157 149
26 150 175 208 174 177 162 160 147
27 170 174 167 162 143 141 165 138
28 193 159 163 172 173 163 147 144
29 156 156 145 203 174 147 155 140
30 151 189 185 193 159 159 143 133

TOTAL 4840 4899 5109 5190 4891 4958 4679 4614
MEDIA 161,33 163,3 170,3 173 163,03 165,26 155,96 153,8
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TABELA 4 — CONTAGEM NUCLEAR EM 30 CAMPOS ALEATORIOS NO PULMAO ESQUERDO DE
ANIMAIS DO GRUPO LAPAROTOMIA COM ARGININA (L-AR).

CAMPOS 1 2 3 4 5 6 7 8
1 143 143 136 143 143 155 131 209
2 84 143 102 108 143 143 129 113
3 111 120 62 143 143 143 141 141
4 124 148 105 95 143 122 125 203
5 99 145 113 75 142 122 163 123
6 106 143 108 169 158 121 146 147
7 177 160 128 148 127 123 108 102
8 114 129 177 107 143 104 123 116
9 116 122 126 161 105 123 144 126
10 138 120 94 111 129 135 157 141
11 109 124 74 107 164 86 177 167
12 82 127 95 139 143 108 140 183
13 113 143 128 110 148 104 126 148
14 131 129 88 137 128 133 134 159
15 85 113 102 115 143 107 141 141
16 155 144 116 107 147 127 115 159
17 143 130 109 114 150 108 157 151
18 114 139 135 150 130 135 155 119
19 203 143 159 144 131 122 126 131
20 138 151 140 111 133 117 146 147
21 113 146 122 130 118 158 136 133
22 78 119 143 114 122 160 145 109
23 145 164 154 89 108 108 116 182
24 99 104 138 124 97 113 150 180
25 59 118 150 129 107 108 141 172
26 162 133 173 104 114 128 175 121
27 140 134 107 121 129 106 131 189
28 142 123 109 151 122 77 185 206
29 137 238 115 121 132 78 203 114
30 152 125 95 67 122 118 208 130

TOTAL 3712 4120 3603 3644 3964 3592 4374 4462
MEDIA 123,73 137,33 120,1 121,46 132,133 119,73 145,8 148,73
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TABELA 5 — CONTAGEM NUCLEAR EM 30 CAMPOS ALEATORIOS NO PULMAO ESQUERDO DE
ANIMAIS DO GRUPO PERITONITE COM ARGININA (P-AR).

CAMPOS 1 2 3 4 5 6 7 8
1 118 143 143 157 153 143 143 134
2 136 193 171 115 171 143 146 175
3 165 194 143 184 143 83 192 140
4 125 192 152 179 143 161 136 129
5 81 135 143 161 161 143 136 110
6 83 160 176 174 143 179 141 115
7 103 124 169 165 143 170 153 124
8 113 142 157 184 120 134 134 142
9 156 147 170 147 126 153 135 161
10 103 127 147 217 108 162 135 127
11 126 144 119 143 144 143 133 144
12 68 132 138 185 150 140 146 125
13 111 137 177 169 128 132 138 130
14 108 201 147 177 138 125 140 126
15 71 135 172 134 179 159 120 141
16 103 157 134 193 165 157 139 114
17 90 112 164 165 167 175 141 94
18 95 119 176 163 154 140 129 137
19 106 140 197 181 112 153 119 108
20 90 167 172 117 147 176 130 122
21 132 140 163 153 145 173 173 132
22 106 147 182 144 174 134 137 109
23 150 195 136 130 135 134 150 119
24 126 143 149 124 167 152 165 156
25 105 191 199 152 143 139 153 190
26 106 144 193 133 195 153 138 129
27 106 102 126 128 130 142 126 116
28 122 103 134 149 145 182 138 147
29 124 132 158 142 118 141 143 144
30 97 143 137 125 134 148 131 165

TOTAL 3325 4441 4744 4690 4381 4469 4240 4005
MEDIA 110,83 148,03 158,13 156,33 146,03 148,96 141,33 133,5
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TABELA 6 — PONTUAGAO DE PARAMETROS HISTOLOGICOS AVALIADOS NO PULMAO
ESQUERDO DE ANIMAIS DO GRUPO LAPAROTOMIA COM PLACEBO (L-PL).

PARAMETROS HISTOLOGICOS 1 2 3 4 5 6 7 8
PERDA DA ARQUITETURA 0 1 1 1 1 0 1 1
CONGESTAO VASCULAR 1 2 1 2 1 1 1 1
COLAPSO ALVEOLAR 0 2 1 1 0 1 1 1
HEMORRAGIA INTRA-ALVEOLAR 1 1 1 1 1 1 1 1
SOMA 2 6 4 5 3 3 4 4
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TABELA 7 — PONTUAGAO DE PARAMETROS HISTOLOGICOS AVALIADOS NO PULMAO
ESQUERDO DE ANIMAIS DO GRUPO PERITONITE COM PLACEBO (P-PL).

PARAMETROS HISTOLOGICOS 1 2 3 4 5 6 7 8
PERDA DA ARQUITETURA 1 2 1 1 1 1 1 1
CONGESTAO VASCULAR 1 2 1 2 2 2 2 2
COLAPSO ALVEOLAR 1 1 0 1 2 0 1 1
HEMORRAGIA INTRA-ALVEOLAR 1 1 2 1 2 2 2 2
SOMA 4 6 4 5 7 5 6 6
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TABELA 8 — PONTUAGAO DE PARAMETROS HISTOLOGICOS AVALIADOS NO PULMAO
ESQUERDO DE ANIMAIS DO GRUPO LAPAROTOMIA COM ARGININA (L-AR).

PARAMETROS HISTOLOGICOS 1 2 3 4 5 6 7 8
PERDA DA ARQUITETURA 2 1 2 1 1 2 1 1
CONGESTAO VASCULAR 2 1 1 2 1 1 1 1
COLAPSO ALVEOLAR 1 0 1 1 0 1 0 1
HEMORRAGIA INTRA-ALVEOLAR 1 1 1 2 1 1 1 1
SOMA 6 3 5 6 3 5 3 4
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TABELA 9 — PONTUAGAO DE PARAMETROS HISTOLOGICOS AVALIADOS NO PULMAO
ESQUERDO DE ANIMAIS DO GRUPO PERITONITE COM ARGININA (P-AR).

ANIMAL 1 2 3 4 5 6 7 8

PARAMETROS HISTOLOGICOS

PERDA DA ARQUITETURA 2 0 1 1 1 1 1 1
CONGESTAO VASCULAR 1 1 1 1 1 1 1 1
COLAPSO ALVEOLAR 1 0 1 0 0 0 1 1
HEMORRAGIA INTRA-ALVEOLAR 1 0 1 1 1 1 1 1

SOMA 5 1 4 3 3 3 4 4
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ANEXO A - CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n. 210 / 2015, relativo ao projeto intitulado “Avaliagdo do tratamento com glutaminana na
resposta pulmonar e hepatica na sepse abdominal”, que tem como responsavel lvana Duval de Araujo, esta de acordo com os
Principios Eticos da Experimentacio Animal, adotados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sida
aprovado na reunido de 09/12/2015. Este certificado espira-se em 09/12/2020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n2. 210 / 2015, related to the Project entilted “Evaluation of treatment with arginine
response in lung and liver in abdominal sepsis”, under the supervision of lvana Duval de Araujo, is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was
approved in 09/12/2015. This certificates expires in 09/12/2020.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 09/12/2015.
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