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Quando a febre é continua, a superficie interna

do corpo esta fria e existe internamente uma grande
sensacéo de calor e sede, a afecgédo é mortal ”
Hipocrates, 400 A.C.

Primeira descrigo de sepse na historia da medicina
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ABREVIATURAS

CARS - Sindrome da Resposta Inflamatéria Compensatoria
CH>O0 livre — clearance de agua livre

CLP - ligadura e perfuracdo do ceco

Cosm — Clearance osmolar

EAO - Espécies Ativas de Oxigénio

ET-1 — endotelina 1

FEH,O — fracdo de excrecéo de agua

FEK" - fracdo de excrecéo de potassio

FENa" - fracdo de excrecdo de sodio

FSR — fluxo sanguineo renal

FU — fluxo urinario

GGT — Gama glutamil transferase

GPI — Glicosil-fosfatidilinositol

HMG-I — Proteina do grupo de alta mobilidade
i.p. - intraperitoneal

ICAM — Moléculas de Adesao do tipo intracelular
IL - interleucina 1, 6, 8, 10, 12, 1B

I-NF — inibidor de fator de necrose

INOS - Oxido nitrico sintase induzida

IRA — Insuficiéncia Renal Aguda

LPS — Lipopolissacarideos

LTA — Acido lipoteicoico

MARS - Sindrome da Resposta Inflamatoria Mista
mmHg - milimetros de mercurio

MODS - Sindrome da Insuficiéncia de Multiplos Orgaos
MPO - mieloperoxidase

NF-kB - fator nuclear da cadeia Kappa beta

NO - 6xido nitrico

NOS - oxido nitrico sintase

NT — ndo-treinado

PAF - Fator Ativador Plaquetario

PAM - presséao arterial média



PAMP — Pathogen Associated Molecular Pattern
PGs - Prostaglandinas

PKC - proteina quinase C

PLC - fosfolipase C

PMN — Neutrofilos polimorfonucleados

PRP — Pattern Recognition Receptors

RFG - ritmo de filtracdo glomerular

S.C. — subcutaneo

SIRS - Resposta Inflamatoria Sistémica

TLR — receptors Toll-like

TNF - Fator de Necrose Tumoral

TNFa - Fator de Necrose Tumoral alfa

TRAF — TNF receptor actived factor-6

UTI — Unidade de Terapia Intensiva

VCAM — Moléculas de adeséao do tipo vascular



RESUMO

Neste trabalho, foi investigado o efeito da sepse a longo prazo, sobre o tecido
renal, utilizando o modelo de sepse induzida por ligacdo e perfuracdo cecal (cecal
ligation and perfuration, CLP, 10 perfuracdes) em ratos. Apds a inducdo da sepse, 0
aspecto morfolégico bem como parametros da funcdo renal e inflamatérios foram
avaliados em diferentes tempos (dias 1, 5, 10, 15 e 20), ao longo de 20 dias. A sepse
induziu uma queda drastica na PAS (CLP, 62,0 + 9,4 mmHg; Sham, 122,0 £ 10,7
mmHg; Controle, 130,0 £7,1 mmHg) e o hematdcrito apresentou-se aumentado (CLP,
54,0 £ 0,7%; Sham, 44,0 £ 0,3%; Controle, 44,0 + 0,5%), efeitos estes, observados
apenas no 1° dia pos-inducdo. A sepse também produziu aumento das concentracdes
plasmaticas de uréia e de creatinina, com concomitante queda do RFG, da proteindria,
da excrecdo urinaria de yGT e do FU, com concomitante reducdo da densidade
especifica urinéaria. Esses efeitos ja intensos e maximos no 1° dia pds-sepse, assim
permaneceram até 20 dias. As fracdes de excrecdo de sodio e de potassio mostraram-
se elevadas somente a partir do 5° dia pés-sepse ao passo que o clearance osmolar e
de H,O livre ndo foram significativamente afetados. Cortes histolégicos corados pelo
Tricromico de Masson evidenciam que a sepse afetou principalmente a estrutura
glomerular sendo, as alterac6es morfoldgicas durante a instalacao da doenca renal (dias
1,5, 10 e 15 apls a inducdo da sepse), compativeis com o quadro de glomerulonefrite.
Alteracdes significativas nao foram observadas nos ratos dos grupos Controle e Sham.
A morfometria glomerular de ratos do grupo CLP apresentou diferenca significativa dos
demais grupos quanto ao diametro da cipsula de Bowman (CLP, 128,0 + 8,0 um; Sham,
88,0 £ 11,0 um; Controle, 91,0 + 9,2 um) e diametro do espaco de Bowman (CLP, 10,0 +
0,7 um; Sham, 7,6 £ 0,7 um; Controle, 7,2 £ 0,3 um) enquanto que a morfometria tubular
foi similar nos trés grupos estudados e em todos os tempos avaliados. A andlise do
perfil inflamatério mostra que a sepse aumentou acentuadamente a atividade da MPO
no 1° dia apds a inducao de sepse (em unidades relativas: CLP, 68,6 + 14,5; Sham, 36,5
+ 12,0; Controle, 7,4 £ 2,5). Embora a sepse néo tenha alterado o conteudo renal de
RNA mensageiro que codifica TNFa, em nenhum dos dias avaliados, o TNFa renal
mostrou-se aumentado apenas no 1° dia pos-sepse (em pg/ml/mg: CLP, 216,0 + 63,8;
Sham, 97,6 + 53,0; Controle, 89,9 + 45,8) enquanto que, neste mesmo dia, 0 TNFa
quase nao pdde ser detectado na urina. Nos demais dias analisados, o TNFa renal
estava bastante diminuido. Similarmente ao observado para o TNFa renal, a IL-6 renal
ja se encontrava elevada no 1° dia pos-sepse (em pg/ml/mg: CLP, 1086,8 + 193,9;
Sham, 946,8 + 298,6; Controle, 441,5 + 135,4). No entanto, esta citocina também se
encontrava aumentada nos rins do grupo Sham, indicando que o procedimento cirlirgico,
por si, ja aumentava os niveis renais da IL-6. Nos demais dias analisados, 0s niveis de
IL-6 renal estavam diminuidos de forma similar nos 3 grupos estudados. As razfes
urinarias de TNFo/Creatinina e IL-6/Creatinina mostraram-se significativamente
aumentadas ao longo dos 20 dias pés-sepse. O TGFR1 renal apresentou-se elevado
somente no 20° dia apds indugdo da sepse. Os nossos resultados mostraram que a
sepse induzida pelo modelo CLP produz danos profundos na funcdo renal
acompanhada por alteragbes na estrutura glomerular e induzindo um processo
inflamatorio renal. Este quadro ja se encontra instalado nas primeiras 24 h apls a
inducdo da sepse, o qual permaneceu igualmente afetado durante todo o periodo
avaliado (20 dias).



ABSTRACT

We have investigated the sepsis long-term effect on the kidney using a cecal
ligation and puncture model (CLP, 10 punctures) in rats. After sepsis induction, the
renal morphological profile as well as renal and inflammatory parameters were
evaluated at different times (days 1, 5, 10, 15 e 20) throughout the experiments (20
days). Sepsis greatly reduced systolic arterial pressure (CLP, 62.0 £ 9.4 mmHg;
Sham, 122.0 £ 10.7 mmHg; Control, 130.0 £7.1 mmHg) and increased hematocrit
(CLP, 54.0 + 0.7%; Sham, 44.0 = 0.3%:; Control, 44.0 + 0.5%), only at the 1°' day
after sepsis induction. Sepsis also increased plasma urea and creatinine
concentrations, with concomitant reduction in the glomerular filtration rate, total urine
protein, urine yGT, and urine flow, with concomitant decrease in the specific urine
density. The effect were very pronounced and maximum even at the 1° day and
remained high all experiment long (20 days). Sodium and potassium fractional
excretions were elevated only after the 5™ day although osmolar clearance and free
water clearance were unchanged by sepsis. Histological slices stained by Masson
tricromic showed that sepsis affected mainly the glomerular structure and that
morphological changes during the kidney disease installation (days 1, 5, 10 e 15 after
sepsis induction) were characteristics of glomerulonefritis. No significant changes
were observed in the Control and Sham groups. Sepsis greatly increased diameters
of Bowman’ capsule (CLP, 128.0 £ 8.0 um; Sham, 88.0 + 11.0 um; Controle, 91.0
9.2 um) and Bowman space (CLP, 10.0 £ 0.7 um; Sham, 7.6 + 0.7 um; Control, 7.2 +
0.3 um) whereas tubular morphometry was not changed. Mieloperoxidase activity
was promptly increased at the 1% day after sepsis induction (in relative units: CLP,
68.6 + 14.5; Sham, 36.5 £ 12.0; Control, 7.4 = 2.5). Although renal TNFa mRNA
transcription was not affected, renal TNFa content was significantly increased only at
the 1% day after sepsis induction (CLP, 216.0 + 63.8 pg/ml/mg; Sham, 97.6 + 53.0
pg/mli/mg; Control, 89.9 %= 45.8 pg/ml/mg) whereas urine TNFoa was slightly
detectable and gradually increased until the end of experiment. Renal
TNFa remained very low in the following experimental days. Similarly, renal IL-6 was
increased at the 1° day and renal IL-6 was very low in all three experimental groups
under study. The wurinary ratios TNFo/Creatinine and  IL-6/Creatinine were
significantly increased all experiment long (20 days). A sepsis-induced increase in
the renal TGFR1 was observed only at 20™ after induction. Our data showed that
CLP-induced sepsis severely impaired renal function and stimulated a renal
inflamatory response in paralel with changes in the glomerular structure. This profile
was stablished at 24 h after sepsis induction and remained unchangeable until the
20" day of observation.



1 JUSTIFICATIVA

A instalacdo do quadro de insuficiéncia renal aumenta muito a
morbimortalidade, apesar da terapia renal substitutiva precoce (Brivet et al., 1994;
Bagshaw et al., 2005). A insuficiéncia renal aguda, associada a sepse, determina um
prognaéstico extremamente reservado, com taxas de mortalidade de até 80% (Thijs e
Thijs,1998).

A sepse é uma sindrome de alta incidéncia no mundo inteiro e de alta
mortalidade na maioria dos paises. Varios estudos vém sendo realizados para se
conhecer sua fiosiopatologia, a fim de prevenir as alteracbes que podem levar o
paciente a morte.

Desta forma, a tendéncia € que tenhamos cada vez mais, ao longo dos anos,
pacientes se recuperando do quadro de sepse. Segundo Sales Janior et al. (2006), a
campanha mundial de sobrevivéncia na sepse (Survival Sepsis Campaign), na qual
as sociedades médicas, em todo o mundo, empregam abordagens rapidas, precoces
e protocoladas das acdes terapéuticas, deve ocorrer uma reducédo na mortalidade da
sepse de 25% até 2010.

Porém, é importante lembrar que a mortalidade deve ser diminuida, mas os
danos de varios 6rgaos, como 0s rins, no periodo pos-sepse ainda € uma realidade
com alta incidéncia. Portanto, tais 6rgdos também devem ser alvo de estudos com o
propdsito, ndo sé de garantir a sobrevivéncia do paciente a sepse, mas também de
aumentar a sua sobrevida e a sua qualidade de vida.

Com o presente trabalho, visamos nao sé estabelecer as possiveis alteracdes
renais que podem agravar o quadro do paciente séptico, mas principalmente
acompanhar as alteracbes que estes possam sofrer no periodo pds-sepse. Isto
podera viabilizar condutas terapéuticas de forma mais precoce a fim de desacelerar

uma possivel perda da fungéo renal ou mesmo evita-la.



2 INTRODUCAO

2.1 Sepse: Definicao e Epidemiologia

A sepse é uma sindrome clinica resultante da reposta inflamatéria sistémica do
hospedeiro a infeccédo, evoluindo nos casos desfavoraveis para o choque séptico,
culminando com a disfuncdo de mudltiplos érgaos (DMSO) (Rangel-Fausto et al.,
2005; Wenzel, 2002).

As definicdes atualmente empregadas consideram que a sepse, sepse severa e
o choque séptico representam estagios evolutivos da mesma doenca o que néo
significa necessariamente um aumento da gravidade do processo infeccioso e sim
da gravidade da resposta sistémica (Rangel-Fausto et al., 2005).

Em 1991, na Conferéncia de Consenso feita pela American College of Chest
Physicians and the Society of Critical Care Medicine, foram estabelecidos critérios
para a classificacdo da sepse e doencas similares (Tabela 1), as quais foram
enquadradas como sindrome da resposta inflamatoria sistémica (Bone et al., 1992).
Além disso, ficou estabelecido que o termo sepse devera ser utilizado apenas nos
casos onde a infeccdo é documentada, pois a SIRS pode ser causada por diversas
outras injurias (além da infeccédo por bactérias, virus e fungos), consideradas como
“estéreis”, tais como trauma, queimaduras, choque hemorragico e pacreatite aguda
(Beishuizen et al., 1999).

Em 2001, nova Conferéncia Internacional de Definicdo de Sepse foi realizada e
nela recomendou-se a manutencdo das definicbes de 1991 e a incorporacdo na
categoria de sinais e sintomas, com intuito de melhor a identificacéo e definicdo da
sindrome séptica (Levy et al., 2003; Cunneen e Cartwrith, 2004).



Tabela 1. Definicbes de SIRS, sepse, sepse grave e choque séptico, conforme
estabelecido na Conferéncia de Consenso feita pelo American College of Chest

Physicians and the Society of Critical Care Medicine, no ano de 1991.

Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS): Conjunto de manifestacdes clinicas
em resposta a agressdo organica grave que ocorre necessariamente na auséncia de infeccéo.
Caracterizada pela presenca de dois ou mais dos seguintes sintomas: temperatura >38°C ou
<36°C; frequéncia cardiaca >90 bpm; freqiiéncia respiratéria >20 movimentos/minuto;
leucometria >12.000/mm?® ou <4.000/mm?, ou ainda, presenca de >10% de bastdes.

Sepse: Situacdo em que ha presenca dos sinais e sintomas descritos acima (SIRS)
secundarios a um processo infeccioso.

Sepse Grave: Quadro de sepse associada a disfuncdo organica, tais como cardiovascular,
respiratoria, renal, hematoldgica e do sistema nervoso central.

Choque séptico: Sepse grave com hipotensdo arterial e alteracdo perfusional refratarias a
reposigéo volémica adequada.

Sindrome de Disfuncdo de Mdltiplos Orgédos : Presenca de funcéo alterada de 6rgdos em
pacientes criticamente doentes que necessitam de suporte para manter a homeostase

Apesar do rapido progresso nos cuidados de saude, nas Ultimas décadas, a
incidéncia de sepse tem aumentado ao longo dos ultimos setenta anos e, continua
sendo a maior ameaca a vida de pacientes em Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
(Osuchowskl et al., 2006). Anualmente, em todo o mundo, ocorrem cerca de 18
milhdes de casos de sepse grave (Niederman et al., 1990; Rangel-Frausto, 2005).

Nos Estados Unidos da América a sepse € a principal causa de mortre entre 0s
paciente de UTI (Hotchkiss & Karl, 2003). Angus et al. (2001), estimaram a
incidéncia de sepse severa em 751.000 casos por ano nos EUA, correspondendo a
3 casos por 1.000 habitantes, sendo que 28,6% destes casos vao a 0bito. Conforme
Antonelli et al. (2007), o choque séptico é causa de 6,3 a 14,7% das admissfes em
UTI.

Na Europa 35% dos pacientes internados em UTI’'s apresentam quadro séptico
em algum momento de sua estada, sendo que 27% morrem de sepse, valor que
aumenta para 50% em pacientes com choque séptico (Vincent et al., 2006).

No Brasil, como na América Latina em geral, dados consistentes sobre a
incidéncia e desfecho dos casos de sepse sé@o escassos. Um estudo realizado por

Silva et al. (2004) sugere que a sepse é um grande problema nas UTIs do Brasil. No



estudo, a incidéncia de sepse ficou em torno de 57 casos por 1.000 pacientes/dia,
correspondendo a 30,5% das admissdes em UTI. A taxa de mortalidade dos
pacientes em diferentes estagios como SIRS, sepse, sepse severa e choque séptico
foi de 24,2%, 33,9%, 46,9% e 52,2%, respectivamente (Figura 1). A taxa de
mortalidade global chega a 22%, sugerindo que a sepse € 0 maior problema de

saude publica em UTI's do pais..

Figura 1. Taxa de mortalidade SRIS/Sepse avaliada pelo estudo BASES (Silva et al., 2004) em cinco
grandes centros de Terapia Intensiva no Brasil

Overall mortality

rate
60+ _
m Sepsis-related
504 mortality rate
40+
% 30
20-
10+
0_‘ L] Z v ) | J—
SIRS/No SIRS SEPSIS SEVERE  SEPTIC
SEPSIS SEPSIS SHOCK

(Extraido do estudo BASES, Silva et al.,2004)

Apesar de 20 anos de extensas pesquisas e desenvolvimento de numerosas
terapias usadas em ensaios clinicos, os indices epidemioldgicos continuam piorando
(Rittirsch et al., 2007). O aumento nas taxas de incidéncia e de morbimortalidade
relacionadas a sepse nas Ultimas décadas, estd diretamente relacionado aos
avancos medicos obtidos nesse periodo, crescente numero de pacientes
imunodeprimidos, ao uso freqlente de procedimentos invasivos, a frequéncia no uso
de antibidticos (geracdo de mais microrganismos resistentes), além do aumento da
expectativa de vida, que aumenta o numero de pacientes idosos (Niederman et al.,
1990; Carvalho e Trotta, 2003; Rangel-Frausto, 2005).

Os custos para o tratamento da sepse ja excedem o valor de U$ 16 bilhdes por
ano nos EUA (Angus et al., 2001). No Brasil, dados do estudo BASES (Brazilian



Sepis Epidemiological Study) mostraram que em 2003, os gastos com pacientes
internados em UTI's somaram 17,34 bilhdes de reais, o que representa de 30 a 35%
dos gastos globais com a area de saude (Andrade et al., 2006). O Brasil tem entre 9
e 10 mil UTI's, e 25% dos leitos destas unidades sdo ocupadas por pacientes que
desenvolvem sepse (Silva et al., 2004).

A epidemiologia dos agentes etiologicos da sepse foi descrita em estudo
realizado por Pol e Opal (2008) estes afirmam que embora até o inicio dos anos
1980, bactérias Gram-negativas fossem 0s principais microorganismos causadores
da sepse, a incidéncia de Gram-positivas tem aumentado. Uma analise feita nos
EUA no ano de 2000 indicou aumento da incidéncia de infecgcbes Gram-positivas e
fungicas, onde 52,1% dos casos de sepse estdo associados com bactérias Gram-
positivas, 37,6% com Gram-negativas, 4,7% infeccdo polimicrobiana, 1% com

bactérias anaerobias e 4,6% de fungos (Poll e Opal, 2008).

2.2 Fisiopatologia da sepse

A sepse resulta de uma descompensacdo hemodinamica decorrente de
presenca de agentes infecciosos e mediadores inflamatérios na circulagdo
sanglinea, levando a ma distribuicdo do fluxo sangliineo na microcirculacao.
(Hollenberg et al., 2004).

Historicamente, os sintomas da reposta séptica sdo decorrentes da resposta
imune. Entretanto, estudos recentes sugerem uma complexa interagcdo entre
inflamacéo, coagulacdo e diminuicdo da fibrindlise ocorrem em resposta a um
“gatilho” imune, por exemplo, a infeccdo bacteriana (Opal e Esmon, 2003). O inicio
simultaneo desses trés processos tem papel central na fisiopatologia da sepse e 0
prosseguimento destes pode desencadear disfungcéo endotelial e faléncia multipla de
orgaos culminando, se ndo houver tratamento, com 6bito (Oberholzer et al., 2000).

Os fatores desencadeantes da reposta inflamatéria, por meio, da ativacéo
celular e da cascata de eventos plasmaticos sao principalmente os componentes da
parede celular dos microorganismos, como o0 &cido lipoteicoico (LTA) e
peptidoglicanos, derivados de bactérias gram-positivas (exotoxinas), ou o
lipopolissacarideo (LPS), no caso de bactérias gram-negativas (endotoxinas). O LPS

e as exotoxinas sdo liberados normalmente durante a replicacdo da bactéria e ou



como consequéncia da sua morte, devido a lise da parede celular (Opal, 2007;
Hallman et al., 2001; Werling e Jungi, 2003).

Na presenca do patégeno, dois componentes da resposta imune sao
ativados: o inato e o adquirido. A resposta imune inata constitui a primeira linha de
defesa contra a infeccdo. Nela, uma grande variedade de patégenos séao
reconhecidos (de maneira inespecifica) e a resposta desencadeada pelo
reconhecimento, € imediatamente realizada por substancias soltveis humoral celular
(incluindo mondcitos, macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, células, células
natural “killer”). Estas deflagram a resposta imune adquirida. Em contraste a
resposta inata, a resposta imune adquirida € caracterizada pelo reconhecimento
altamente especifico de antigenos e pela capacidade do sistema de armazenar
‘memoria imunolégica”. A imunidade adquirida, mediada por linfocitos T e B,
reconhecem com alta afinidade microorganismos através da combinacdo de
receptores com estruturas da parede microbiana.((Bochud e Calandra 2003; Heeg e
Dalpke, 2003).

Agindo de forma integrada e auto-regulada as respostas imune inata e
adquirida, promovem ndo apenas o combate a invasdo de microorganismos, mas
também a limpeza dos restos teciduais, a diminui¢do da leséo celular na tentativa de
evitar a sua morte. Orquestrando a remodelagem tecidual com proliferagéo celular e
acdo angiogénica, para 0 restabelecimento da matriz lesada promovendo a
recuperacdo do hospedeiro, reduzindo a probabilidade de infeccdo secundaria ou
oportunista (Oberholzer et al., 2000; Ayala et al., 2003).

A resposta inata do hospedeiro as infec¢des causadas por fungos e bactérias é
mediada inicialmente por neutréfilos e mondcitos/macréfagos. Estas células
expressam receptores (PRR, Pattern Recognition Receptors) capazes de reconhecer
regides especificas e conservadas (PAMP, Pathogen Associated Molecular
Patterns), presentes em uma grande variedade de microorganismos (Weigand,
2004). O LPS ativa as células fagociticas através dos receptors Toll-like (TLR)
complexado a proteina ligadora de LPS e CD14. Apéds ativacao destes receptores
ocorre o recrutamento de varias proteinas citoplasmaticas acessoérias, tais como a
proteina adaptadora MyD88 e o receptor para IL-1 associado a quinase (IRAK). O
recrutamento destas proteinas acessorias causa auto-fosforilacdo das mesmas e,
consequentemente, ocorre ativacdo do TNF-receptor activated factor-6 (TRAF-6).

Este, por sua vez, causa a ativacdo de varias proteinas, tais como p38, JNK e



IKKa/B, cujas agdes convergem para a ativagao do fator nuclear kappa beta (NF-k(3)
(Sherwood, 2004). Citocinas pro-inflamatorias séo liberadas na circulagdo sanglinea
levando a ativacao de células como neutréfilos, mondcitos, macrofagos, plaguetas e
células endoteliais (Figura 2). Aliado a isso, ocorre ativacdo de varias cascatas de
proteinas plasmaticas como o complemento, a coagulacéo, o sistema fibrinolitico e
de contato. Mediadores lipidicos como eicosandides e fator de ativacao plaquetéria,
bem como radicais de oxigénio e nitrogénio sao produzidos e liberados (Beishuizen
et al., 1999; Zanetti et al., 1992).

Atualmente, os papéis de alguns mediadores na patogénese da sepse, ja estdo
bem esclarecidos. Estes mediadores podem induzir alteragbes profundas na
fisiologia normal da vasculatura e dos 6rgdos. Apesar de alguns mediadores serem
mais importantes que outros, é provavel que mediadores dos microorganismos e do
hospedeiro interajam sendo, sua acdo conjunta, responsavel pela patogénese da
sepse (Cohen, 2004; Dinarello, 1997; Casey et al., 1993;)

Dentre os mediadores envolvidos na génese da sepse pode-se destacatr:

e Citocinas e quimiocinas: A resposta sistémica a infeccdo é mediada através
de citocinas produzidas por macréfagos, que estimulam receptores
especificos das células do sistema imunolégico e de 6rgaos alvo. A
citocinas interleucina 1beta (IL-!3), IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa
(TNF a) sdo eventos deflagrados precocemente neste processo. Estas
citocinas estimulam a liberacdo de outros mediadores da resposta
inflamatéria como produtos derivados do acido araquidénico (PGE2, TXA2),
fator ativador de palquetas (PAF), peptideos vasoativos (bradicinina,
angiotensina, peptideo intetinal vasoativo, aminas como histamina e
serotonina e uma variedade de produtos derivados do complemento)
(Vincent, 2000)

e Oxido nitrico (NO): O aumento na modulacio da expressédo da Oxido nitrico
sintase induzivel (INOS) leva a um aumento na producdo de NO que, por
sua vez, pode estar relacionado pelo menos em parte, com a hipotensao
associada a sepse (Szabo, 1998). As primeiras evidéncias de que o NO
teria um envolvimento na fisiopatologia da sepse vieram com a descoberta
de elevados niveis de nitrato (NO3) e nitrito (NO2) em pacientes sépticos
(Ochoa et al., 1991; Evans et al., 1993). Aliado a isso, a reducdo no ténus



vascular vista ap6s a administracdo de endotoxinas ou citocinas pro-
inflamatérias, e a identificacdo do fator relaxante derivado do endotélio
(EDRF) como NO, levaram as sugestbes de que esta molécula estaria
envolvida nas alteracdes cardiovasculares que ocorrem no choque séptico
(Vincent et al., 2000). Nas duas ultimas décadas, tornou-se evidente que, na
patogénese da sepse, 0 NO pode atuar de maneira deletéria ou benéfica.
Embora conhecidas as suas propriedades vasodilatadoras, seus efeitos pré-
e antiinflamatorios, bem como oxidantes e antioxidantes, entre outros, tém

sido motivo de discussdes e controvérsia (Hauser et al., 2005).

Espécies reativas de oxigénio (ERO), recentemente tem-se identificado as
ERO como mediadores de diversas fases do dano celular e ativacdo de

células imunes durante a sepse (Zhang et al., 2000).

Proteinas do grupo de alta mobilidade | (HMG-I): recentemente, identificou-
se esta proteina estrutural da cromatina como um dos possiveis mediadores

envolvidos na mortalidade induzida pela sepse (Wang et al., 1999).



LPS and other
bacterial components

|
f l l i
o -
L)L - & &
e (D) W,
Endothelium Neutrophils Monocytes
L
|
Cytokines
. %, A
Oxygen radicals Lipid mediators
Complement
Increased
TF and PAI-1 -
Chemotaxis
Procoagulant effect Lysosomal enzymes
Y Y
Microvascular occlusion |<€—» Vascular instability
( | I i
Coagulopathy Fever Vasodilation Capillary leak

\ \d

Sepsis and muitiple organ failure

-

Figura 2. Resumo da patologia da sepse. Extraido de Cohen, 2004

A interacdo dos diversos mediadores leva a depressao miocardica, alteracdo da
funcdo vascular e dano em 6érgdos-alvo (principalmente figado, rins, pulmdes e
sistema nervoso central). A principal consequéncia desta resposta inflamatoria é o
comprometimento hemodinamico, levando a sindrome da insuficiéncia de multiplos
orgéos (MODS), que é caracterizada por uma alta mortalidade. Para ser efetiva, a
terapia farmacoldgica na sepse e SIRS, deve mimetizar e compensar a defesa

natural do organismo com o objetivo de bloquear a resposta inflamatéria o mais

rapido possivel (Parrilo, 1993).



Os mediadores secundarios sdo responsaveis pela reativacdo das células
fagocitarias e da cascata inflamatdéria, formando um ciclo vicioso inflamatério (Bone,
1991). Estudos recentes mostram que pacientes com sepse apresentam
caracteristicas consistentes com imunossupressdo, incluindo inabilidade para
combater infeccdes e uma predisposicao a infeccdes nosocomiais (Hotchkiss & Karl,
2003).

Uma razdo para a falha das estratégias anti-inflamatorias, em pacientes com
sepse, pode ser as mudancas que ocorrem na sindrome durante todo o tempo. Tem
sido postulado que a resposta imune na sepse representa a interacdo entre dois
fendbmenos contrastantes no status inflamatério do paciente. No inicio, a SIRS é
caracterizada por excessiva producdo de mediadores inflamatorios (status
hiperinflamatoério) que é, entdo, progressivamente suprimida pelo desenvolvimento
de uma resposta antiinflamatéria (status hipo-inflamatério), a sindrome da resposta
inflamatéria compensatoria (CARS). Entre estes dois momentos, ocorreria a
sindrome da resposta inflamatéria mista (MARS), representando uma homeostase
temporaria entre o declinio da SIRS e ascensdo da CARS (Russel, 2006). Porém,
Osuchowski et al. (2006) evidenciaram que a resposta inflamatéria é dinamica e que
as citocinas nao apresentam um comportamento linear, havendo presenca tanto de
citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-6), como de citocinas antiinflamatorias (I1L-10)
e modulacédo por antagonistas (IL-1Ra) na fase inicial da sepse.

Paralelamente o estimulo antiinflamatorio fisioldgico ira propiciar um equilibrio
destes mediadores promovendo a sobrevida ao paciente. No entanto, se houver um
desequilibrio destes mediadores, a evolucdo da sepse sera para choque, faléncia
multipla dos 6rgaos e morte.

Resumidamente, podemos afirmar que a patogénese da sepse é atribuida a
processo inflamat6rio com resposta inflamatoéria inicial (Pinsky, 2000). Fazem parte
das citocinas pro-inflamatérias TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, interferon y (IFNy)
e a proteina 1 monocitaria (MCP-1), que funcionam como mediadores do sistema
imune (Lowry, 1993; Sikora et al., 2001: Abbas e Lichtman, 2005). Eles iniciam
efetivamente o processo inflamatorio contra a infecgdo. TNF a, IL-1, IL-6 s&o
responsaveis por elevacdo de proteinas na fase aguda inflamatoria, que inclui a
proteina C reativa (PCR) durante a infeccdo. O aumento do nivel sérico destas
citocinas e IFN y tem sido correlacionada com a gravidade e mortalidade no curso da
sepse (Sikora et al.,2001).



A excessiva producao destes mediadores promovendo estado hiperinflamatério
pode conduzir o paciente a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
hipotensao, choque, faléncia multipla de érgédos e morte (Koch, 1998; Oberholzer et
al.,, 2000; Netea et al., 2003, Cinel & Opal, 2009). No entanto, a resposta
antiinflamatdria excessiva resulta na supressado da resposta imune (Loise et al.,
2003).

A sepse ativa também a producdo e elevacdo de citocinas antiinflamatoérios
especificas.

A IL-10 é produzida por macréfagos e ceélulas dendriticas e esta envolvida no
controle da reacao imune inata. Ela inibe a funcdo do macréfago, caracterizando-se
como exemplo classico de feedback negativo, pois inibe a prépria célula que a
sintetiza. Inibe ainda outras citocinas: IL-1qa, IL-1R8, IL-8, ela propria IL-10, IL-12, IFNy
e TNFa (Abbas e Lichtman, 2005).

Assim como as citocinas pro-inflamatorias, elevado nivel sérico de IL-10 tem
sido correlacionado com o pior progndéstico na sepse. Sugerindo que a
superproducdo pode ser maior preditor de oObito (Derkx et al., 1995; Gogos et al.,
2000)

Portanto, o equilibrio entre os efeitos das citocinas pré e antiinflamatorias
determina a manutencdo da homeostase preservando a fungao vital do organismo
(Ng et al., 2003)

2.3 Disfuncédo Renal e Sepse

A Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) é definida como uma sindrome
caracterizada pela incapacidade do rim em excretar escorias nitrogenadas e manter
o equilibrio hidroeletrolitico, instalando-se num periodo variavel de horas a dias
(Thadhani, 1996). Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento na incidéncia de
IRA hospitalar (UTI), chegando a 7% das internacbes hospitalares em alguns
estudos (Nasch, 2002). Em estudos recentes Liangos e cols (2006) mostraram que a
ocorréncia de IRA esta relacionada com maior mortalidade hospitalar, tempo de
internacéo e necessidade de suporte pés hospitalizacao.

Apesar de muitos avangos no tratamento da IRA, a mortalidade permanece
em torno de 50% na maior parte dos estudos realizados oscilando de 30% a 90%

dependendo da populacao analisada (Mendonga, 2000; Uchino et al.,2005).



A sepse é a principal causa de insuficiéncia renal aguda (IRA) (Rangel et al.,
1995), principalmente, no ambiente de terapia intensiva. Até 50% dos pacientes com
IRA apresentam sepse isoladamente ou associada a outros fatores de risco. Por
outro lado, na populacdo de pacientes sépticos, a prevaléncia de IRA é de até 40%,
conforme os critérios adotados para a sua classificacdo. Num estudo prospectivo, a
incidéncia de IRA foi de 19% em pacientes sépticos, de 23% naqueles com sepse

grave e de 51% em pacientes com choque séptico (Rangel et al., 1995).

Em estudo mais recente Bellomo e col (2006) relataram que a incidéncia de
IRA em UTI varia de 1 a 25%. Destacando-se a sepse como principal fator
etiologico, responsavel por até 50% dos casos (Bagshaw et al., 2007) com taxas de
mortalidade de 30 a 90% (Scherier e Wang, 2004). Neste ambito a sepse faz parte
do contexto maior da Sindrome de Disfuncdo Multipla dos Orgédos, acometendo
pacientes graves e complexos, submetidos a um numero cada vez maior de

procedimentos invasivos (Uchino et al.,2005).

Alguns autores descrevem uma queda na mortalidade dos pacientes com
IRA. Em estudo recente, Waikar e cols avaliaram mais de cinco milhdes de
pacientes com IRA hospitalar num periodo de 15 anos, observando reducdo na
mortalidade entre 1988 e 2002, o que nao retira a possibilidade destes pacientes
apresentarem cronicidade da doencga renal.

O conhecimento intimo do mecanismo molecular causador da IRA na sepse
tem tido um importante avanco. O reconhecimento das endotoxinas pelas células-
alvo ocorre através do receptor CD14. O passo inicial das reacdes desencadeadas
pelos lipopolissacarideos (LPS) necessita que ele se ligue a proteina carreadora do
LPS (LPS-binding protein, LBP) que ir& interagir com o glicosil-fosfatidilinositol (GPI)
gue ancora o CD 14 na membrana celular dos neutréfilos polimorfonucleares (PMN).
Esta interacdo do complexo LPS-LBP com mCD14 (CD14 de membrana) provoca a
fosforilizacdo do complexo: fator nuclear k3 (NF- kB) com seu inibidor (I — NF). Esta
fosforilizacdo libera deste complexo, o | — NF, permitindo que o NF - xf seja
translocado para o ndcleo celular. No nucleo, ela se liga a sequéncias especificas
nas regides promotoras de diversos genes. Numero substancial de genes tem sido
descrito como alvo do NF- kB, sendo responsaveis pelo cédigo inicial e pela
transcricdo de varias citocinas e quimiocinas como, por exemplo, o TNF-a, 0 PAF,

LTs e PGs. IF-y, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12, etc. Estes, quando liberados para a



circulacao sistémica, causa desbalanco significante da hemodinamica, bem como
disfuncéo celular e de érgdos que resulta em apoptose/necrose e, assim, podendo

induzir a morte do organismo (Camusi et al., 1998).

Outra via importante é quando o mCD14 é deslocado do GPI de membrana,
sendo liberado na circulacdo como fator sérico (sCD14). O sCD14, ao ligar-se com o
LPS, ird estimular outros tipos celulares como, por exemplo, células endoteliais e
epiteliais, incluindo as células renais. Estas células, aléem de liberarem os fatores
citados anteriormente, citocinas e quimiocinas, também sédo capazes de estimular a
formacdo de moléculas de adeséo do tipo vascular (VCAM) ou intercelular (ICAM),
bem como seletinas. Estas proteinas sdo responsaveis pela adesdo de
polimorfonucleares as células endoteliais, iniciando o processo inflamatorio, como o
aumento de permeabilidade vascular, 0 que permite aumento da saida do fluido do
espaco intravascular para o intersticio, causando contracdo deste volume e
hipotensdo. Ao lado destas alteragbes, no tubulo renal, modificacdes destas
moléculas induzem perda de adesdo célula-célula ou célula-substrato (membrana
basal tubular) com desprendimento e necrose destas células, com formacdo de
cilindros intratubulares que podem obstruir os tabulos e contribuir para a perda da

funcdo (Camusi et al., 1998).

Os mecanismos envolvidos na progressao das doencas renais, desde a injuria
até a fibrose cicatricial, ainda ndo foram totalmente elucidados. Independente da
causa primaria da doenca, o padrao histoldgico comum as nefropatias crénicas inclui
o desenvolvimento de glomeruloesclerose e de lesé&o tubulointersticial. De acordo
com 0 mecanismo, pode-se dividir o insulto inicial em imunolégico e mecéanico ou
hemodinamico. Apos a lesdo, seguem-se 0s passos intermediarios, fundamentais a
propagacédo e cronificagdo do processo (Mackenzie et al.,1998). O mecanismo

proposto de progressao da lesdo renal esta esquematizado na Figura 3.

O processo de inflamacéo e fibrose, que resulta dessa cascata de eventos, tem
como principal consequéncia a perda de um grande namero de néfrons. Os néfrons
remanescentes tentam compensar a perda de fungdo, aumentando a taxa de
filtracdo. A lesdo hemodindmica glomerular € considerada a principal promotora e
perpetuadora da esclerose glomerular, apesar de eventos ligados a hipertrofia do

glomérulo também participarem do processo. Esse mecanismo de adaptacao



mantido ao longo do tempo é responsavel pela lesé@o renal progressiva (Hostetter et
al., 2001).

No inicio do século XXI ainda busca-se uma compreensdo melhor da sepse.
Pesquisas visando estabelecer a fisiopatologia da sepse, vem sendo desenvolvidas
ha alguns anos. Principalmente, tentando estabelecer a participacdo dos mediadores
inflamatorios, que parecem ser 0s principais reponsaveis por alteracdes vasculares e
hemodinamicas, que levam a Sindrome de Disfuncdo de Mdltiplos Orgédos (Bernard
et al., 2001).

N&do se pode negar avancos em relacdo ao diagndstico mais precoce,
rastreamento micirobiano mais eficaz, que possibilita o rapido inicio do tratamento, o
uso mais otimizado das varidveis hemodindmicas e das técnicas de suporte
organico. Avanca-se também para um controle metabdlico mais eficaz,
compreendendo a importancia do controle glicémico, diagnosticando e tratando mais
freqientemente a insuficiéncia adrenal relativa.. A teoria, a utilizacdo da ventilacéo
mecanica e terapia nutricional estdo igualmente mais bem administrados ao paciente
grave. Surgem freqlentemente novas medicacdes que visam interferir na cascata
inflamatdria e da coagulagéo (Bernard et al., 2001; Vincent et al., 2005)

Desta forma, com o aumento dos pacientes que sobrevivem a esta patologia,
principal objetivo a campanha mundial de sobrevivéncia na sepse (Survival Sepsis
Campaign), deve ocorrer uma redugdo na mortalidade da sepse de 25% até 2010
(Sales Junior et al.,,2006). Portanto, hoje precisamos ter a preocupacdo de ndo sé
tentar conhecer bem a fisiopatologia da sepse, para oferecer um melhor tratamento
e maior probabilidade de sobrevivéncia dos pacientes. Mas, também procurar
conhecer sequelas do quadro séptico, que também podem e comprometem a vida

do paciente.
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2.4 Modelo CLP (cecal ligation and puncture)

O modelo de injuria com liberacdo da flora bacteriana é o que mais se
assemelha ao quadro de sepse em humanos, decorrente de traumas com
perfuracdes das alcas intestinais, colite ou peritonite pos-operatéria. Nesse modelo,
apos a perfuracdo da parede intestinal, ocorre a liberacdo gradativa do conteudo
colico para a cavidade peritoneal, induzindo peritonite, a qual pode evoluir para um

quadro de sepse e choque séptico (Brooks et al., 2007).

Apesar desse modelo experimental estar mais proximo a um quadro clinico e,
por isso, ser um modelo mais adequado para o estudo da sepse, a maioria dos
estudos em sepse experimental baseia-se em modelos nos quais a bactéria ou o
LPS s&o administrados i.v ou i.p. Dados da literatura mostram que a patogénese da
sepse, causada pela administracdo de LPS ou de bactérias i.v., difere daquela
induzida por um foco infeccioso, como acontece em uma peritonite (Baggy et al.,
1991). A diferenga dos resultados obtidos entre esses modelos é devido a
guantidade do estimulo, ao local de inducdo e a forma de administracdo (em bolus
ou liberacdo gradativa), induzindo uma cinética distinta de liberacdo dos mediadores
inflamatorios (Walley et al., 1996). A partir desses fatos, a utilizagdo do modelo CLP
para o estudo da sepse, descrito inicialmente por Wichtermann et al., (1991), e
Baker et al., (1983), apresenta maior relevancia para a compreensao da evolucao da
doenca.

A intensidade dos danos causados pela sepse induzida pelo modelo CLP é
determinada pelo nimero de perfuracdes realizadas e pelo didametro da agulha
utilizada. Estudos sugerem que a resposta do grupo submetido a sepse letal
aparece, primariamente, desenvolvendo um maior estresse oxidativo e causa uma
mortalidade alta, em torno de 90%, em 10 dias (Andrades et al., 2005).

Kuhlmann e col (1994) sugerem que a sepse pode ser classificada quanto a
sua gravidade utilizando-se a taxa de mortalidade do grupo experimental estudado.
Desta forma, para obtencdo de uma sepse branda ou nao letal (0-10% de
mortalidade), moderada ou sub-letal (40-60% de mortalidade), e grave ou letal (90-
100% de mortalidade), para que assim seja avaliada a correlagéo entre gravidade da

sepse e os efeitos citotoxicos decorrentes desta patologia.



De acordo com Hollenberg et al. (2001) atualmente houve uma modificagao
no modelo da CLP para que se possa simular de melhor forma as caracteristicas
clinicas dos pacientes com sepse abdominal, e esta modificacdo refere-se a
introducdo da ressuscitacdo volémica e a utilizacdo de antibiodticos de amplo
espectro e para evitar a formacéo de abscesso pericecal, diminuindo agressividade

da sepse, o que facilita realizacao de estudos a longo prazo.



3 OBJETIVOS

Avaliar o efeito, a longo prazo (20 dias), da sepse induzida pelo modelo CLP
(Cecal Ligation and Puncture) sobre parametros da funcéo renal, sobre o aspecto

morfologico renal e sobre o desenvolvimento do processo inflamatorio renal.

3.1 Objetivos Especificos

Avaliar, em diferentes momentos, durante 20 dias se a sepse induzida pelo

modelo CLP promove:

e mudancas na ingestao de 4gua e peso corporal;
e alteracdes na funcéo renal,

e alteracOes na pressao arterial sistolica (PAS);

e alteracdes histoldgicas e morfométricas no rim;

e alteracbes nos niveis plasmatico, renal e urinario de citocinas pro-

inflamatorias e pro-fibroticas.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Ratos Wistar, machos, com peso entre 200 e 250g foram fornecidos pelo Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais. Todos os ratos foram mantidos em ciclo claro-escuro de 10 - 12 h, com

livre acesso a agua e ragao.

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo n° 178/8).

4.2 Modelo Experimental

4.2.1 Inducéo de Sepse por Ligadura e Perfuracdo do Ceco (CLP)
A inducdo de sepse foi realizada pelo modelo CLP (Cecal Ligation and
Puncture). Os ratos foram anestesiados com uma solucdo anestésica de cetamina

10% (15mg/Kqg) e xilazina 2% (7,5mg/Kg) por via intraperitoneal.

ApoOs a realizacdo de tricotomia na regido abdominal, os ratos foram colocados
em mesa cirargica. A assepsia local foi feita com alcool iodado. Os ratos foram, em
seguida, submetidos a wuma laparotomia com incisdo longitudinal de,
aproximadamente, 1 cm e subseqlente exposicdo do ceco. Este foi semi-ocluido
com fio de seda, na regido proxima a valvula ileocecal. O ceco recebeu dez ou vinte
perfuracdes com agulha estéril (40 x 12) e, logo apods, foi levemente comprimido
para extravasamento do contetdo fecal. Em seguida, o ceco foi recolocado na
cavidade peritoneal, a qual foi suturada com fio de seda. Posteriormente, a
musculatura e pele também foram suturadas e a regido abdominal foi assepsiada
com alcool. Os ratos receberam hidratacdo com 2 ml de solucao fisiolégica, por via

subcutanea, para reposicao de fluido (Benjamin et al., 2001).

Para a recuperacao, os ratos foram colocados em uma caixa devidamente
aquecida, para retorno da anestesia, o qual levava de 60 a 120 min. Os ratos “falso”
operados ou Sham foram submetidos aos mesmos procedimentos cirdrgicos nao

sofrendo, contudo, semi-ocluséo e perfura¢des no ceco.



Duas curvas de sobrevivéncia foram construidas em 2 grupos de ratos que
receberam diferentes niumeros de perfuracfes cecais: i) Vinte perfuracdes: nesse
grupo, a taxa de mortalidade foi de 50% em 48 h e ii) Dez perfuracdes: nesse grupo,
a taxa de mortalidade foi de 25% em 48 h. A curva de sobrevida dos ratos
submetidos ao modelo de sepse (CLP) e de ratos falso-operados (Sham) esta
representada na Figura 3. A sobrevivéncia no grupo que recebeu 10 e 20
perfuracdes cecais foi de 75% e 50%, respectivamente.

Varias sequéncias de cirurgia, cada uma com 10 ratos, foram realizadas até se
conseguir reprodutibilidade da taxa de sobrevivéncia. Nenhum dos ratos falso-
operados (grupo Sham) morreu durante o periodo de avaliacao.

Além da sobrevivéncia também foram observados os sinais clinicos de
instalacdo de uma resposta inflamatéria sistémica como piloerecdo, tremores,
sangramento ocular, prostracdo, atonia muscular e diminuicdo da movimentacao.
Como foram sinais intensos, os mesmos foram facilmente identificados nos ratos do
grupo CLP, mas nao nos do grupo Sham.

A construcdo das curvas foi feita a partir da observacao dos ratos em intervalos
de 12 h, durante dois dias. Ao término dos experimentos, 0s ratos sobreviventes
foram sacrificados sob anestesia com cetamina 10% (15 mg/Kg) e xilazina 2% (7,5

mg/Kg), por via intraperitoneal.
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Figura 3. Curva de sobrevivéncia dos ratos submetidos a cirurgia de inducéo de sepse pelo
modelo CLP, que receberam 10 ou 20 perfuracBes no ceco e de ratos falso-operados
(Sham). Os valores estdo expressos em percentagem de sobrevivéncia nos tempos
indicados até 48 h apls a indugdo da sepse. O grupo CLP é estatisticamente diferente do
grupo Sham (n= 20-40 animais).



Baseados nesses resultados, neste trabalho, a sepse induzida por 10 perfuracdes
cecais foi o procedimento de escolha. Isto porque houve menor perda de ratos e
uma menor severidade da patologia desenvolvida, o que permite acompanhar a
evolucdo de possiveis alteracdes renais por um periodo de tempo mais longo (20
dias).

4.2.2 Grupos Experimentais

De acordo com a manobra experimental, o estudo foi composto por trés grupos:
Controle, Sham e CLP. Ratos de cada um desses trés grupos ainda foram divididos
em seis subgrupos para se avaliar o efeito da sepse em tempos diferentes, ao longo
de 20 dias poOs-sepse. Os subgrupos foram: 1°dia, 2°dia, 5°dia, 10°dia, 15°dia e
20°dia. Esses tempos foram previamente fixados por meio de experimento piloto.
Durante todo o periodo, os ratos foram mantidos em gaiolas metabdlicas, com
temperatura ambiente controlada e em ciclo de luz claro/escuro de 14/10 h, com livre

acesso a racao e agua.

4.3 Protocolo Experimental

Apés a cirurgia de inducdo da sepse e recuperacdo da anestesia, 0s ratos
foram colocados em gaiolas metabdlicas, individualmente, até o momento do
sacrificio.

Durante todo o experimento as gaiolas metabdlicas foram mantidas em uma
sala com controle do ciclo claro-escuro (14/10 h) e da ventilacdo, além do
monitoramento da temperatura ambiente. A sala possuia um ar condicionado que foi

sempre ajustado para manter a temperatura seca em torno de 23-25°C.

A ingestdo de agua e a producdo de urina diarias foram quantificadas
diretamente nos frascos de agua e urina que compunham as gaiolas, 0s quais

tinham capacidade para 100ml.

Cada subgrupo experimental (representados por 1°dia, 2°dia, 5°dia, 10°dia,
15°dia e 20°dia) foi composto por animais controle, Sham e CLP (n= 6-12 animais).
Vale ressaltar que em todos os subgrupos experimentais foram realizadas coletas de
urina, sangue e, em seguida, os ratos foram sacrificados sob anestesia para a coleta
de rim. Sendo assim, o animal definido como pertencendo ao subgrupo 1°dia pos-

sepse, passou pelas coletas e foi sacrificado neste dia.



A Figura 4 ilustra o delineamento experimental, mostrando os dias de avaliagdo
do pés-sepse, sendo realizadas coletas de amostras e sacrificio dos animais dos
grupos Controle, Sham e CLP.

No tempo zero os animais Sham e CLP foram submetidos a cirurgia, ja

anteriormente descrita.

L L L L L L L
0 24 h 48 h 5°dia  10°dia 15°dia  20°dia

Cirurgia * * * * * *

Figura 4. Cronograma de execucdo do protocolo experimental para avaliacdo do
desenvolvimento de sepse em ratos. O * indica 0 momento de coleta e/ou medida de: fluxo
urinario, ingestdo de agua, densidade urinaria, amostras de sangue (pela cauda) e de urina
de 24 h, presséo arterial, sacrificio dos ratos e remog¢é&o dos rins.

4.4 Coleta de Material

4.4.1 Coleta de Urina

Amostras de urina foram coletadas durante de 24 h, em todos os momentos
previamente definidos. O volume foi medido em proveta graduada e a amostra foi
centrifugada (3000 rpm, 5 min) para posterior processamento. Aliquotas de 1 a 2

ml foram congeladas a -20 °C até o momento dos ensaios.

4.4.2 Coleta de Sangue

Para a coleta de sangue, os ratos foram colocados, individualmente, em uma
caixa de madeira aquecida (31 cm altura x 31 cm largura) por um periodo de cinco
min. O objetivo do aquecimento foi causar vasodilata¢do na cauda facilitando, assim,
a puncao venosa da mesma e evitando o uso de anestésico. Logo apés o periodo
de aquecimento, o rato foi transferido para uma caixa de contencado compativel com
o tamanho do mesmo, deixando exposta apenas a cauda. ApOs a assepsia da
mesma, cerca de 700 ul de sangue foram coletados por puncédo da veia lateral
esquerda utilizando um catéter BD de calibre 24. As amostras foram coletadas em
eppendorff contendo 30 pl de heparina sédica, utilizada como anticoagulante. O
sangue foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min e o plasma foi armazenado em

eppendorff a -20°C.



4.4.3 Coleta de Rim

Apés anestesia, 0os rins dos ratos foram exsanguinados. Para isso, foi
utilizada uma agulha (0,7 x 25 mm) acoplada a uma seringa de 10 ml preenchida
com solucdo de NaCl 0,9% estéril. A seringa foi introduzida na artéria renal e a
solucdo de NaCl 0,9% foi injetada lentamente. A manobra foi repetida 3 vezes para
assegurar a completa lavagem dos rins. Em seguida, retirou-se um rim de cada vez,
o qual foi acondicionado em um recipiente apropriado para posterior processamento:

- em eppendorff, a temperatura de -20 °C para os ensaios bioquimicos;

- em eppendorff, a temperatura de -80 °C para a andlise por reacdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR);

- em tubos falcon de 14 ml contendo formaldeido tamponado a 10% para as

analises histoldgicas.

4.5 Procedimentos Analiticos

4.5.1 Mensuracdo e Registro da Pressao Arterial Sistdlica

Um sistema de pletismografia de cauda digital (RTBP: Kent Scientifc Co) foi
utilizado para medir a pressao arterial sistolica (PAS) dos ratos. Nesse método, a
artéria da cauda é brevemente ocluida com o auxilio de um pequeno ‘cuff’, além de
um sensor que também é colocado na cauda do animal. Esse sensor é capaz de
detectar a pulsacao arterial e enviar o sinal analdégico para um conversor analdgico

digital. O sinal digital &€ entdo processado por ‘software’ apropriado (CODAS).

4.5.2 Volume Globular (hematdécrito)
Para a quantificacdo do hematdcrito utilizou-se o0 método de microhematdécrito
onde se obteve a percentagem de hemacias pela centrifugacdo do sangue, dentro

de um tubo capilar, a 10.000 rpm por 5 min.

4.5.3 Dosagem de Creatinina

A determinacdo da creatinina foi realizada realizada pelo método de Jaffé
modificado, utilizando-se o kit comercial da Bioclin (Brasil), composto por: i) solugéo
padréao de creatinina (3mg/dl) (reagente n° 1), ii) solucao de acido picrico (60 mmol/l)
(reagente n° 2), iii) solucado de NaOH (110 mmol/l), Na,Cos (75 mmol/l) e surfactante
(reagente n° 3) e iv) solugéo de CH3COOH (12,25 mol/l) (reagente n° 4).



Este método consiste em uma reacdo colorimétrica entre a creatinina e o
acido picrico, cujo produto é amarelo-avermelhado. A absorbancia do composto
formado foi lida em espectrofotometro (Shimadzu, UV - 160 A, Japao), em
comprimento de onda de 510nm, acertando o zero com o branco. Essa absorbancia
foi utilizada para a determinagdo da concentracdo de creatinina nas amostras de
urina. Para as amostras de plasma, esse primeiro valor de absorbancia é
denominado de Al. ApOs a leitura de Al, as amostras de plasma e ao branco foram
adicionados 0,050 ml do reagente n° 4. Ap6s a homogeneizacdo, uma segunda
leitura de absorbancia das amostras de plasma (A2) foi feita também a 510 nm,
acertando o zero com o branco.

As amostras de urina foram previamente diluidas 1:25 e ndo passam pela
etapa de acidificacdo, como o plasma. A concentracdo de creatinina, em mg/dl, foi
calculada a partir da seguinte férmula:

Creatinina mgay= (Al-A2/absorbancia padréo) x 3

Como a reacgdo segue a lei de Lambert-Beer, o fator de calibracdo pode ser
usado.

Fator de calibracdo = concentracédo do padréo / absorbancia do padrao

Creatinina (mg/dl) = (A1-A2) x fator de calibragao

RFG (ml/min)= ([Creatinina] wina X Fluxo urinario ) / [Creatinina] piasma

A fracdo de excrecdo de agua (FEn20) foi avaliada segundo a equacéo:
FEHZO (0/0) = FU /RFG x 100

4.5.4 Uréia Plasmética

Os niveis de uréia plasmatica foram determinados por teste enzimatico
colorimétrico utilizando-se o kit Bioclin (Belo Horizonte, MG). O principio basico da
reacdo € a hidrdlise da uréia em ions amonium (NH4") e diéxido de carbono (CO,),
através da enzima urease. Em pH alcalino e na presenca de salicilato e hipoclorito
de sodio, a amébnia origina um composto esverdeado, cuja intensidade de cor é
proporcional & concentracao de uréia na amostra analisada. A leitura da absorbancia
foi feita a 630 nm em espectrofotdmetro. Os valores foram calculados com base em
um fator de calibragcéo e a concentracdo de uréia expressa em mg/dl.

Fator de calibrac&o = concentragdo do padréo / absorbancia do padrao

Uréia plasmatica (mg/dl) = absorbancia da amostra x fator de calibracéo



4.5.5 Densidade Urinéaria

A densidade urinaria especifica (DEU) foi mensurada em refratbmetro portétil
RT 10 ATC, aplicando-se uma gota da amostra sobre o sensor. Caso o valor obtido
da densidade ultrapassasse 1,050, a amostra era diluida 1:2 em agua ultra pura

sendo, o valor dos dois ultimos digitos, multiplicado por dois.

4.5.6 Proteinuria

A dosagem de proteina foi feita nas amostras de urina por colorimetria
usando-se o kit Sensiprot (Labtest®, Lagoa Santa, MG, Brasil), disponivel
comercialmente. O teste se baseia na formacédo de um complexo pela reacao entre o
vermelho de pirogalol e o molibdato de sédio que, quando combinado com a
proteina presente na amostra, em meio acido, desenvolve um croméforo de cor azul.
A cor formada foi quantificada a 600 nm, sendo proporcional a concentracdo de
proteina presente na amostra.

Os valores foram calculados com base em um fator de calibracdo e a
concentracdo de proteina urinaria foi expressa em mg/dL.

Fator de calibracdo = concentracéo do padréo / absorbancia do padréo

Proteinas urinérias (mg/dl) = absorbancia da amostra x fator de calibracdo

4.5.7 Gama Glutamil Transferase Urinaria

A dosagem da enzima gama glutamil transferase (YGT) na urina YGT foi feita
nas amostras de urina pelo método cinético de Szasz modificado (1977) utilizando kit
da Synermed e de acordo com as instrucdes do fornecedor. Este ensaio foi realizado
na Escola de Medicina Veterinaria/UFMG.

4.5.8 Dosagem de Sdédio e Potassio

As concentracdes de sodio (Na*) e potassio (K*) nas amostras de plasma e
urina foram determinadas por fotometria de chama (CELM, FC180). O fotémetro de
chama mede a intensidade da radiacado emitida pelos atomos excitados dos metais-
terrosos e a intensidade dessa emissdo € proporcional a concentracdo desses
metais nas amostras. Previamente a leitura das amostras, o fotdmetro foi calibrado

com as solugbes padrdes de sddio (140 mEqg/ll e potassio (5mEqg/l). As amostras de



plasma foram diluidas 1:200 para a leitura de sédio e potassio. Ja as amostras de
urina foram diluidas 1:200 para a leitura do sodio e 1:6000 para a leitura do potassio.
FENa+ (%) = QE na+/QFna+ X 100 // FEk+ (%) = QEx+/QFk+ x 100
FRNa+ (%) = 100 - FEna+ // FRk+ (%) = 100 - FEk+

Sendo: FE, fracdo de excrecao; FR, fracdo de reabsorcao.

4.5.9 Osmolalidades Plasmética e Urinaria

A medicdo das osmolalidades do plasma e urina foi feita utilizando o
osmoémetro de ponto de congelamento (Microsmette, Advanced Instruments). As
amostras de plasma foram diluidas 1:2 e as amostras de urina foram diluidas 1:5.
Previamente a leitura das amostras, o osmometro foi calibrado com solucdes
padrdes cujas concentracdes eram 100 mOsm/kg, 290 mOsm/kg e 500 mOsm/kg.

Cosm (MI/min) = Osmolalidade,n, (LHOsm/ml) / Osmolalidadepasmaica (HOSM/mMI) x FU
(ml/min)
Chzo (Ml/min) = FU (ml/min) - Cosm (MI/min)

Sendo: C, clearance; osm, osmolar; FU, fluxo urinario

4.6 Dosagem da Enzima Mieloperoxidase

Para medir o acumulo de neutrofilos no rim, foi utilizado o método de
quantificacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO), como previamente descrito
(De Matos et al., 1999).

Antes da realizagcdo do ensaio, retirou-se um fragmento de 100 mg das
amostras armazenadas a -20 °C. Tal fragmento foi mantido num tubo plastico
FALCON® de 14 ml mantido em banho de gelo durante todo o processamento.
Adicionou-se, entédo, 1.9 ml de tampdo 1 (NaCl 0,1M, NazPO, 0,02M, Na,EDTA
0,015M — pH 7,4). O tecido foi homogenizado na presenca do tampédo 1 e o
homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm, durante 10 min. O sobrenadante foi
desprezado e, em seguida, adicionou-se 1,5 ml de solucédo gelada de NaCl 0,2% ao
precipitado remanescente. Ap6s 30 segundos, adicionou-se 1,5 ml de solucao
gelada de NaCl 1,6% e glicose 5%. O precipitado foi homogeneizado rapidamente e
centrifugado a 10.000 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi novamente
desprezado sendo, entdo, adicionados 1,9 ml de tampé&o 2 (NasPO,4 0,05M, HETAB

0,5% p/v — pH 5,4) ao precipitado remanescente. Uma nova homogeneizac¢éo foi



realizada e o homogenato foi armazenado a -20 °C em ‘eppendorf’ de 2 ml até a
realizacdo do ensaio.

Para o ensaio propriamente dito, as amostras foram, inicialmente,
descongeladas a temperatura ambiente e, em seguida, novamente congeladas em
nitrogénio liquido e descongeladas a seguir, em agua corrente. Os congelamentos e
descongelamentos foram repetidos por 3 vezes. Apds esses ciclos, as amostras
descongeladas foram centrifugadas a 10000 rpm durante 15 min. O sobrenadante
dessa centrifugacéo foi utilizado no ensaio.

Os sobrenadantes das amostras (25 pl) foram adicionados, em duplicata, a
uma placa de ELISA de 96 pogos. O branco (tampéo 2, 25 ul), também em duplicata
foi acrescentado a placa. O ensaio prosseguiu pela adicdo de 25 pl de
tetramethylbenzine (3,845 mg/ml em dimetilsulfoxido) e incubando a placa a 37 °C
em estufa, por 5 min. Apés este periodo, 100 pl de H,O, foram adicionados (0,002%
em tampao 2) e a placa foi novamente incubada a 37 °C, 5 min. Para finalizar, 100 pl
de H,SO4 (1 M) foram adicionados aos pocos e a leitura das absorbancias foi
realizada em leitor de ELISA a 450 nm.

Para o calculo da atividade da mieloperoxidase a média das absorbancias das
duplicatas foi multiplicada por 0,93 e, a esse produto, foi somado 0,0031. Esse
resultado foi multiplicado pelo fator de diluicdo. Os resultados foram expressos como

nimero de neutréfilos x 10°.

4.7 Conteudo renal de RNA mensageiro para TNFa, TGFB1 e IL-10

O conteudo renal de RNA mensageiro que codifica receptores de TGFB1 e

TNFa e IL-10 foi determinado utilizando a reacdo polimerase (PCR) em tempo real.

A partir da busca na base de dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information) foi possivel selecionar a seqiéncia dos RNA mensageiros das proteinas
sob estudo em questdo em ratos. De posse da sequéncia completa, foram
identificadas as sequéncias codificantes, que foram entdo utilizadas para a sele¢éo

dos primers para cada uma das proteinas estudadas, relacionados na Tabela 2.



Tabela 2. Sequéncia de DNA dos pares de primers utilizados para amplificacdo do

cDNA das proteinas avaliadas neste estudo.

Proteinas Primers

Receptor TGF31 Sense 5’-TTGCCCTCTACAACCAACACAA-3’

Anti-sense 5’-GGCTTGCGACCCACGTAGTA-3’

Receptor TNFa Sense 5’-CGTGTTCGTGGTGTGTTGGT-3"

Anti-sense 5’-GCGCCGACCGCTAT GAG-3’

Sense 5°- ATGTTCCAGTATGACTCCACTTCACG-¥’

GAPDH Anti-sense 5’-GAAGACACCAGTAGACTCCACGACA-3’

A expresséo renal do RNA mensageiro foi determinada utilizando a reacédo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR).
Para a preparacdo das amostras para a RT-PCR foram realizadas as

seguintes etapas:

4.7.1 Extracdo do RNA Mensageiro

Para a extragdo do RNA mensageiro, foi utilizado um fragmento de 100 mg
contendo por¢cBes da coértex e medula renal. O fragmento foi armazenado em um
tubo estéril, a — 80 °C até o momento da extracao.

As amostras foram descongeladas e, a elas, adicionado 1 ml de RNAzol para
cada 100 mg de tecido. Em seguida, foram trituradas com a ajuda de um
homogeneizador e permaneceram em repouso por 15 min, no gelo. Em seguida,
foram adicionados 200 pl de cloroférmio para cada ml da suspenséo obtida que foi,
entdo, homogeneizada em agitador de tubos, por 15 seg. Estes tubos foram
incubados durante 2-3 min no gelo e centrifugados a 10.000 rpm, por 15 min. A fase
aguosa obtida foi transferida para um novo tubo no qual foram adicionados 500 ul de
isopropanol para cada ml de suspensao, procedendo-se nova homogenizacdo. Nova
incubagéo no gelo foi feita por 10 min e o homogeneizado foi centrifugado (10.000
rpm, por 10 min, a 4 °C). O sobrenadante foi removido e, ao precipitado contido no
tubo, foi acrescentado 1 ml de etanol 75% gelado para cada ml de suspenséo. Outra
homogenizacéo foi feita em agitador de tubos, seguida por centrifugagéo (5.000 rpm,
por 5 min, a 4 °C). ApoOs esta centrifugacdo, o sobrenadante (fase etandlica) foi
descartado, mantendo-se o tubo aberto para a secagem do precipitado a



temperatura ambiente. Por fim, o precipitado foi ressuspenso em 30 ul de &gua
DEPEC.

A determinacdo da concentracdo de RNA mensageiro foi realizada em
aliguotas obtidas a partir da diluicAo das amostras em agua deionizada (1:200). A
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro nos comprimento de onda de 260 e 280
nm. Os tubos contendo as amostras foram mantidos a -80 °C até o momento do uso

e a concentragcdo de RNA foi obtida de acordo com a equagé&o abaixo:

[RNA] = Absorbéncia a 260 nm x 40 (1 O.DRNA =40 pag/mL) x 200 (diluic&o)
1000

4.7.2 Transcri¢gdo Reversa

Imediatamente antes do inicio da transcrigdo reversa, uma aliquota do RNA
mensageiro extraido foi diluida em agua milliQ, de forma a obter uma solucdo de
RNA com concentragédo de 0,2 ug/uL. Para a transcricdo, foram pipetados, em um
tubo de centrifuga (tipo “eppendorf”), 1,8 ul de dNTP 10 mM, 2,5 pl de RT buffer 5X,
1,0 ul de DTT 100 mM, 0,2 pul de RNAsin 10.000 U, 1,0 ul de oligo dT (1:10) 50
ng/ml e 5 pl (1,0 ug) de RNA a 0,2 pg/ul. O tubo contendo essa mistura foi colocado
no termociclador previamente programado com o seguinte protocolo: 70 °C por 5
min, 4 °C por 5 min, e 25 °C. Nesse ponto, ao atingir 25 °C, a ciclagem deve ser
interrompida, pelo acionamento do botdo “pause”, para permitir a adicado de 1 ul da
enzima trascriptase reversa 200 U diluida 1:4. O botdo “pause” foi acionado
novamente para reiniciar a ciclagem: 25 °C por 5 min, 37 °C por 60 min, 70 °C por 5
min, 4 °C por 5 min. Ao cDNA obtido (12,5 pl), foram adicionados 17,5 pl de agua

milliQ estéril. A aliquota de 30 ul obtida foi armazenada a —20 °C.

4.7.3 PCR em Tempo Real

A PCR em tempo real foi realizada em placa de 96 pocos apropriada para o
procedimento. Para evitar pipetagens sucessivas diretamente nos pocos, foi
previamente feita uma mistura dos constituintes comuns a todas as reac6es em tubo
eppendorf estéril. O volume final dessa mistura foi variavel dependendo do nimero
de reacOes a ser executado. Para cada poco da placa, foi transferida uma aliquota
de 20 ul da mistura que consistiu de 2,5 ul de tampéo Sybr 10x, 2,0 pl de uma
mistura dNTPs (200 uM cada), 3 pl de MgCL,, 2 ul do “primer sense”, diluido 1:80

em agua milliQ (100 nM), 2 ul de “primer antisense”, diluido 1:80 em agua milliQ




(100 nM), 0,125 pl de polimerase (Amplitag Gold) (0,25U/ul) e 8,725 ul de agua
milliQ. O cDNA (5 pl), preparado conforme descrito no item anterior, foi adicionado a
cada poco da placa. O volume final em cada poco (reagéo) foi de 25ul. Os pocos
foram cobertos com tampas apropriadas e a placa submetida a centrifugacéo a 1500
rom, por 1 min, para a homogenizacdo das reacdes. Em seguida, a placa foi
transferida para o equipamento de PCR em tempo real (ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System — Applied Biosystems).

4.8 Dosagem de Citocinas

As concentragdes de interleucina seis (IL-6) e do TNFa na urina, no plasma e
no rim foram determinadas usando Kit ELISA Duo Set (R&D Systems, Minneapolis,
MN), que emprega a técnica tipo sanduiche, ou seja, padrbes, amostras e
conjugados sdo pipetados na placa e, se houver IL-6, e TNFa, estes séao
apresentados como sanduiche pelos anticorpos imobilizados e pelo anticorpo
monoclonal especifico para a citocina. Apés a lavagem para remocdo de outras
substancias néo ligadas ao anticorpo e/ou reagentes, um substrato &cido foi
adicionado a solucao que desenvolveu coloracédo na proporcédo da quantidade de IL-
6 e TNFa ligados. A intensidade da cor foi medida por leitura de densidade Optica
em leitor automatico de Elisa, em comprimento de onda de 450 nm. As
concentracdes de IL-6 e TNFa na urina, plasma e no rim, foram calculadas a partir
dos resultados obtidos na curva padréo, realizada com IL-6 e TNFa recombinante
para ratos, dosados no ensaio.

Apds o descongelamento das amostras, microplacas de 96 orificios foram
sensibilizadas com anticorpos monoclonais para IL-6 e TNFa. Nestas placas foram
adicionados 50 pl de urina e de macerado do tecido renal (diluicao1:2), 50 ul dos
controles positivos e negativos e 50 yl da IL-6 e TNFa nas concentragdes de 2000;
1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,2 pg/ml para obtencédo da curva padrdao. A seguir,
100 ul de conjugado policlonal anti — IL-6 e anti — TNFa marcado com peroxidase
foram adicionads as placas com posterior incubagdo, por 3 h, a temperatura
ambiente. Apds o periodo de incubacédo, foram realizadas 4 lavagens com solucao
detergente. Em seguida, foi adicionado aos orificios das placas, o substrato formado
por peroxido de hidrogénio (0,02%) e tetrametilbenzina (2%). A reacao foi

interrompida, 30 min apds o seu inicio, utilizando &cido sulfarico 1M. A intensidade



da cor foi medida por leitura de densidade 6ptica em leitor automatico de Elisa, em
comprimento de onda de 450 nm. As concentragdes de IL-6 e TNFa na urina e no
rim foram calculadas a partir dos resultados obtidos na curva padrdo construida com
IL-6 e TNFa recombinante para ratos dosados no ensaio.

Para que ndo houvesse interferéncia da concentracdo urinaria nos valores de
IL-6 e TNFa, foi feita a razdo entre as concentragdes de IL-6 e de TNFa urinarios e
da concentracdo de creatinina urinéria (IL-6 ur/Cr, e TNFa ur/Cr,), dosada na mesma

amostra.

4.9 Analise Histologica
Cortes longitudinais do rim esquerdo foram coletados de animais controle,
Sham e CLP, conforme descrito no item 4.4.3. Os rins foram armazenados em
paraformaldeido tamponado, até o processamento histolégico. As laminas montadas
contendo 3 fatias de 4 ym de tecido renal foram coradas em hematoxilina e eosina
(HE), acido periédico de Schiff (PAS) e tricromico de Masson.
As laminas foram, qualitativamente, examinadas utilizando-se microscopia

convencional (Axoplan 2.0, Zeiss).

4.10 Analise Morfométrica

As seccdes de rim de 4 um, retiradas sempre longitudinalmente com presencga
de area medular e cortical, foram coradas pelas técnicas de hematoxilina e eosina,
para avaliacdo morfométrica.

Posteriormente foram adquiridas imagens digitais do tecido com auxilio do
microscopio 6ptico modelo Olympus BX 41 (objetiva de 40x, 60x e 100x), acoplado a
uma camara digital Olympus Q Color. Imagens adquiridas de 10 campos para
glomérulos e 30 para tubulos, por lamina, foram submetidas as analises
morfométricas utilizando-se o programa Image J.

Através desse equipamento, estabeleceram-se 0s seguintes parametros
histol6égicos a serem analisados: diametro da capsula de Bowman (Fig. 5A),
didmetro do tufo glomerular (Fig. 5B), diametro do espaco de Bowman (calculado
pela subtracdo do didmetro da capsula de Bowman do didmetro do tufo glomerular)

e didmetro dos tubulos proximais.
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Figura 5. Medida do didametro da cépsula de Bowman (A) e do diametro do tufo glomerular
(B). Coloracdo: HE; aumento de 60x. A linha delgada amarela indica a extensdo da medida
na imagem da tela do computador usando o programa Image J, correntemente usado em
morfometria.



4.11 Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como médias + erro padrdo da média (X +
EPM).

Os dados obtidos nos grupos Controle, Sham e CLP em cada momento
avaliado (subgrupo experimental) foram analisados por ANOVA seguida de teste de
Newman-Keuls e Two-way-ANOVA seguida de teste Bonferroni. O nivel de
significancia considerado foi p<0,05.

A comparacdo ao longo do tempo nos animais CLP, em parametros que
apresentaram diferenca entre estes e os demais animais, foi realizada utilizando-se
One-Way-ANOVA com pos teste Newman-keuls, para considerados significativos
p<0,05. O programa de estatistica usado foi o GraphPad Prism 4.0.



5 RESULTADOS

Os resultados apresentados, a seguir, sdo dados experimentais referentes a
investigacdo do efeito da sepse, em ratos, utilizando o modelo onde a sepse foi
induzida por perfuracdes no ceco seguidas de extravasamento do conteudo cecal
(modelo de sepse CLP, cecal ligation perfuration, 10 perfuragdes), sobre o rim. O
trabalho focalizou, basicamente, sobre a investigacédo de parametros da funcao renal
e avaliagdo do aspecto morfologico renal e do desenvolvimento do processo

inflamatorio renal
5.1 Efeito da Sepse sobre o Peso Corporal e a Ingestdo de Agua

A Figura 6 mostra o peso corporal dos ratos dos grupos Controle, Sham e
CLP ao longo dos vinte dias de avaliacdo experimental. Os ratos Controle e Sham
tiveram aumento do peso de, aproximadamente, 80 gramas ao final do periodo
avaliado 20 dias). J& os ratos do grupo CLP apresentaram uma perda significativa
de peso, em torno de 50 gramas, ndo havendo diferenca entre os momentos da
avaliacdo. Cabe ressaltar que a quantidade de racao ingerida pelos ratos dos trés

grupos foi semelhante.
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Figura 6. Efeito da sepse (10 perfuragcfes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre o
peso corporal ao longo de 20 dias apo6s a indugdo. Os valores representam a média + erro
padrao da média (n = 8 -12/tempo). *p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 vs Controle e vs Sham.



Ja a ingestdo de agua pelos ratos do grupo CLP foi significativamente maior do que

nos ratos Controle e Sham durante todo o periodo avaliado (20 dias) (Fig. 7).
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Figura 7. Efeito da sepse (10 perfuragfes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre a
ingestao de 4gua ao longo de 20 dias apds a inducdo. Os valores representam a média + erro
padrao da média (n = 8 - 12/tempo). ** p<0,01 e *** p<0,001 vs controle e vs sham.

Além disso, também foram observados, nos ratos CLP, sinais clinicos como
piloerecao, tremores, sangramento ocular, prostracdo, atonia muscular e diminui¢ao
da movimentacao, principalmente no primeiro dia pés-sepse. A piloerecéo e a perda
de massa muscular foram observadas ao longo dos vinte dias de avaliagdo. J& nos
ratos dos grupos Controle e Sham néo foi detectada nenhuma alteracéo clinica ou

comportamental.

5.2 Efeito da sepse sobre a Pressao Arterial Sistdlica

A Figura 8 compara a pressao arterial sistdlica (PAS) nos trés grupos
experimentais avaliados nesse estudo (Controle, Sham e CLP). A PAS apresentou-
se bastante reduzida no grupo CLP, reducédo esta observada apenas no 1° dia pos-
inducdo da sepse (CLP, 62,0 £ 9,4 mmHg; Sham, 122,0 + 10,7 mmHg; Controle,
130,0 +7,1 mmHg). Nos dias 5 e 15 pd6s-sepse, a PAS no grupo CLP encontrava-se
elevada, com valor similar aos valores de PAS medidos nos grupos Controle e Sham

(Fig. 8).
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Figura 8. Efeito da sepse (10 perfuragfes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre a
pressdo arterial sistolica em 3 tempos ao longo de 20 dias apos a inducdo. Os valores
representam a média + erro padrdo da média (n = 4/tempo. *p<0,05, vs Controle e vs Sham.

5.3 Efeito da Sepse sobre o Volume Globular (Hematdcrito)

A Figura 9 mostra que os ratos do grupo CLP apresentaram aumento do
volume globular observado somente no 1° dia pés-inducdo da sepse (CLP, 54,0 +
0,7%; Sham, 44,0 + 0,3%; Controle 44,0 + 0,5%). A partir do 2° dia pds-sepse, 0
hematdcrito encontrava-se reduzido, com valor similar aos valores de hematdcrito
observados nos grupos Controle e Sham (Fig. 9).
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Figura 9. Efeito da sepse (10 perfuragcbes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre o

volume globular (hematdcrito) medido ao longo de 20 dias apés a inducdo. Os valores
representam a média + erro padrdo da média (n = 3/tempo). *p<0,05 vs Controle e vs Sham.



5.4 Efeito da sepse sobre a Funcao Renal

5.4.1 Creatinina Plasmética e Ritmo de Filtracdo Glomerular

Conforme ilustrado na Figura 10 (painel superior), a sepse promoveu um grande
aumento da concentracdo plasmatica de creatinina. Concomitantemente, houve
gueda do RFG (Fig. 10, painel inferior), estimado pelo clearance da creatinina. Estes
efeitos j& eram méximos no 1° dia pos-sepse e assim permaneceram até o final do

periodo observado (20 dias).
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Figura 10. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre
a creatinina plasmatica (painel superior) e o ritmo de filtracdo glomerular, estimado pelo
clearance de creatinina (painel inferior), ao longo de 20 dias apds a inducdo. Os valores
representam a media + erro padrdo da média (n = 6 - 12/tempo). ** p<0,01 e *** p<0,001 vs
Controle e vs Sham.



5.4.2 Uréia Plasmatica

De forma semelhante a creatinina, os niveis elevados de uréia plasmética (Fig.
11) também indicam que os ratos do grupo CLP apresentaram um consideravel
comprometimento da funcdo renal quando comparados aos ratos dos grupos
Controle e Sham, em todos os tempos analisados. Este efeito também ja era
maximo no 1° dia pos-sepse e assim permaneceu até o final do periodo observado
(20 dias).
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Figura 11. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre
a concentracdo plasmatica de uréia ao longo de 20 dias ap0s a indugdo. Os valores
representam a média + erro padrdo da média (n = 3 - 4/tempo). *** p<0,001 vs Controle e vs
Sham.

5.4.3 Fluxo Urinéario e Fracdo de Excrecdo de Agua

A Figura 12 mostra que a sepse também produz um aumento acentuado do
fluxo urinario na maioria dos tempos avaliados ao longo de 20 dias. Este aumento,
associado a queda do RFG (Fig. 10, painel inferior), refletiu em aumento da fracédo
de excrecédo de H,0 (Fig. 13).
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Figura 12. Efeito da sepse (10 perfuragdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre
o fluxo urinario ao longo de 20 dias apds a inducdo. Os valores representam a média + erro
padrdo da média (n = 4 - 12/tempo). *p<0,05 vs Controle e vs Sham.
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Figura 13. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre
a fracdo de excregéo de H,O ao longo de 20 dias apoés a inducdo. Os valores representam a

média + erro padrdo da média (n = 6 - 12/tempo). *p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 vs
Controle e vs Sham.

5.4.4 Densidade Urinéria, Proteinuria e Enzima Gama Glutamil Transferase
Urinéria

A Figura 14 mostra que a sepse promoveu uma diminuicdo drastica da
densidade especifica urinaria (DEU), observada em todos os dias avaliados ao longo

dos vinte dias pos-sepse. Tal diminuicdo se deve ao processo séptico e ndo ao



procedimento cirdrgico, visto que nao ha diferenca significativa entre os grupos

Controle e Sham, em nenhum dos momentos avaliados.
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Figura 14. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre
a densidade especifica urinaria ao longo de 20 dias apos a indugéo. Os valores representam
a média + erro padrdo da média (n = 3 - 8/tempo). ***p<0,001, vs Controle e vs Sham.

Em consonancia com o0s resultados mostrados anteriormente, 0sS ratos

submetidos a sepse apresentaram proteinuria intensa. Este efeito, j& observado no

1° dia pos-sepse, permaneceu elevado ao longo dos 20 dias de observacdo (Fig.

15).
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Figura 15. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre
a excrecdo urinaria de proteina ao longo de 20 dias ap0ds a inducdo. Os valores representam
a média * erro padrdo da média (n = 3 - 8/tempo). **p<0,01 e *** p<0,001 vs Controle e vs

Sham.



Pela Figura 16 pode-se observar que houve correlacdo entre a proteindria
(aumentada) e a excre¢do urinaria de creatinina (diminuida) (relacdo UP:C). Os ratos
do grupo CLP apresentaram um aumento desta relacdo durante todos os dias

avaliados, o que caracteriza um agravamento da lesédo renal nesse grupo (CLP).

—e— Controle
- Sham
—+— CLP

UP:C

Tempo (Dias)

Figura 16. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre
a relacao proteina/creatinina urinarias (UP:C) ao longo de 20 dias apés a inducao. Os valores
representam a média + erro padrdo da média (n = 3 - 8/tempo). **p<0,01 e *** p<0,001 vs
controle e vs Sham.

A Figura 17 mostra os niveis da enzima yGT na urina dos ratos dos 3 grupos
estudados. No 1° dia poOs-sepse a yGT urinaria apresenta-se significativamente
aumentada nos ratos submetidos a CLP, assim como no 2°, 10° e 20° dias. No 5°
dia, a excrecdo urindria dessa enzima reduz para, aproximadamente, metade

daquela observada no 1° dia, nos grupos Controle e Sham.
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Figura 17. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre
a excregao urinaria da enzima gama glutamil transferase (yGT) ao longo de 20 dias apds a
inducado. Os valores representam a média + erro padrdo da média (n = 6/tempo). *p<0,05 vs
Controle e vs Sham.

5.4.5 Sodio, Potassio e Agua Livre

A Tabela 2 sumariza os valores médios das concentracbes plasmaticas e
urinarias de sodio, potassio e das osmolalidades plasmaticas e urinarias nos trés
grupos experimentais (Controle, Sham e CLP) conforme determinacfes feitas nos
dias 1, 10 e 20 pos-inducdo de sepse. Apenas as concentracdes de sédio, potassio
e osmolalidade urinarias foram afetadas pela inducdo da sepse, as quais
apresentaram-se reduzidas, quando comparadas aos grupos Controle e Sham,
apenas no 1° dia pos-sepse. Nos 10 e 20 da avaliacdo, nenhuma diferenca

significativa foi observada entre os trés os grupos sob estudo.

As fracdes de excrecao de sodio (Fig. 18) e de potassio (Fig. 19) ndo foram
afetadas pela sepse no 1° dia pds-inducdo da mesma. No entanto, a partir do 5° dia,
tanto a fracdo de excrecdo de sédio (Fig. 18), quanto a fragdo excrecdo de potassio
(Fig. 19) foram significativamente aumentadas nos ratos do grupo CLP.



Tabela 2. Efeito da sepse (10 perfuragdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre
as concentracdes plasmaticas e urinarias de sodio e potdssio e das osmolalidades
plasmaticas e urinarias avaliadas nos dias 1, 10 e 20 dias ap0s a inducéo.

Parametro Controle Sham CLP
Dias apés inducao de sepse
1° Dia 10° Dia 20° Dia 1° Dia 10° Dia 20° Dia 1° Dia 10° Dia 20° Dia
[Na'] pl 141+3 139+3 13943 137+1 14745 14142 1382 140+3  139+2
mEg/I
[Na*] ur 1117 9747 126+20 123+23 8618 119+19 14224™ 69+8 1009
mEg/Il
[K*] pl 4503 4,8+0,2 4,440,2 4,6+0,2 4,7+0,2 4,3+0,2 4,310,1 4,8+0,5 4,0£0,1
mEg/Il
[K'Tur 315453 580+60 3824742 31029 580461 367+10  179+24” 383163 322+47
mEg/Il
Osm pl 285+3 283+4 283t6 28846 28315 282+2 250415 27545 286+2
mOsm/I
Osm ur 3545101  4118+184  3396+106  3477+284 4359+330 3207486  1442+152°  2655+44 2471382
mOsm/I

[ 1. concentragdo; Osm, osmolalidade; pl, plasma; ur, urina; Os valores representam a média + erro padréo da media.
***p<(0,001; **p<0,01;* p<0,05
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Figura 18. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos
sobre a fracdo de excrecdo de sodio ao longo de 20 dias ap6s a inducdo. Os valores
representam a média + erro padrao da média (n = 3 - 8/tempo). *p<0,05 vs Controle e vs
Sham.. *p<0,05 e **p<0,001 vs Controle e vs Sham.
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Figura 19. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos
sobre a fracdo de excre¢do de potassio ao longo de 20 dias apés a inducdo. Os valores
representam a média + erro padrao da média (n = 3 - 8/tempo). **p<0,01 e ***p<0,001 vs

Controle e vs Sham.

Conforme mostrado na Figura 20, a sepse nao afetou, significativamente, o

clearance osmolar (Figura 20A) nem o clearance de H;O livre (Figura 20B).
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Figura 20. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos
sobre o clearance osmolar (A) e clearance de H,O livre (B) ao longo de 20 dias apés a
inducao. Os valores representam a média + erro padrdo da média (n = 6 - 12/tempo).



5.5 Efeito da Sepse sobre o Aspecto Morfolégico Renal

5.5.1. Andlise Histoldgica

Para se estimar a quantidade de glomérulos com alteragdo parcial ou
completa, foi necessario definir a esclerose glomerular de acordo com: existéncia de
alteracdo segmentar ou total de um glomérulo causada por deposi¢cdo mesangial de
material hialino, aumento da matriz dessa estrutura, colapso de capilares
glomerulares e adeséo do tufo a capsula de Bowman (Grond et al., 1986; Laferty e
Brenner, 1990).

Cortes histoldgicos tipicos de rins de ratos dos grupos Controle, Sham e CLP,
apos preparo (como descrito no item 4.4.3) e coloragao pelo Tricrdomico de Masson
estdo mostrados na Figura 21. Alteracdes significativas ndo foram observadas nos
ratos dos grupos Controle (Fig. 21A) e Sham (Fig. 21B). Ja nos ratos do grupo CLP
foram observadas alteracdes principalmente na estrutura glomerular. A Figura 21 (C
a F) mostra a evolucéo das alteracdes morfolégicas durante a instalacdo da doenca
renal observada nos dias 1 (C), 5 (D), 10 (E) e 15 (F) ap6s a inducdo da sepse. As
setas nos painéis da Figura indicam as lesdes observadas. Pode-se observar a
ocorréncia de proliferacdo difusa das células mesangiais com expansao da matriz, o
qgue confere um aspecto lobulado aos tufos glomerulares. Nas micrografias D a E
(Fig. 21) ainda pode-se observar que alcas capilares tém a parede espessada com
desdobramento da membrana basal glomerular e interposicdo da matriz mesangial
no espaco subendotelial, o que sado alteracbes compativeis com o quadro de
glomerulonefrite. A Figura 21F (20 dias pOs-sepse) apresenta esclerose glomerular
parcial com comeco de adeséao ao tufo glomerular.

A Figura 21G apresenta corte histoldgico de rim no 10° dia onde pode-se
observar a presenca de nucleo picnético e vacuolizacdo, o que sugere processo de

necrose tubular.



Figura 21. Cortes histologicos de rins d

Tricbmico de Masson (aumento: 40x) e HE (G, aumento de 60x). A, corte de rim de rato do
grupo Controle; B, corte de rim de rato do grupo Sham. Os painéis C, D, E e F representam
rins de ratos do grupo CLP nos dias 1, 5, 10 e 20, respectivamente. G representa um corte
histolégico de rim de rato CLP no 10° dia pés-sepse.




5.5.2 Anélise Morfométrica

A morfometria glomerular de ratos do grupo CLP apresentou diferenca
significativa dos demais grupos quanto ao diametro da capsula de Bowman (Fig.
22A) e diametro do tufo glomerular (Fig. 22B).
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Figura 22. Efeito da sepse (10 perfuragbes cecais) induzida pelo modelo CLP sobre o
diametro da capsula de Bowman (A), didametro do tufo glomerular (B) e diametro do espaco
de Bowman (C) ao longo de 20 dias apés a inducdo. Os valores representam a média * erro
padrao da média (n = 3/tempo). *p<0,05 vs Controle e vs Sham.



Ja com relacdo ao diametro do espaco de Bowman (Fig. 22C) ndo houve diferenca
significativa.

A analise morfolégica renal revelou alteracbes glomerulares como maior
diametro da capsula de Bowman e do tufo glomerular, compativeis com
nefrosclerose presente em diferentes momentos de instalacdo nos ratos do grupo
CLP.

Com relacdo a analise morfométrica tubular (Fig. 23) ndo foi constatada
diferenca significativa entre os grupos. Este fato pode ter sido decorrente da
presenca de tubulos proximais atrofiados e outros hipertrofiados, o que pode tornar a

meédia de seus diametros equivalente as dos grupos Controle e Sham.
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Figura 23. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos
sobre o didmetro dos tubulos proximais ao longo de 20 dias apo6s a indugéo. Os valores
representam a média + erro padrdo da média (n = 3/tempo).



A Tabela 3 sumariza os valores médios para os diametros medidos nas

diferentes estruturas.

Tabela 3. Efeito da sepse (10 perfuracfes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos sobre os diametros
da capsula de Bowman, do tufo glomerular, do espaco de Bowman e dos tdbulos proximais medidos nos
dias 1, 10 e 20 dias apoés a inducao.

Didmetro Controle Sham CLP
(um) Dias apo6s inducao de sepse
1° Dia 10° Dia 20° Dia 1° Dia 10° Dia 20° Dia 1° Dia 10° Dia 20° Dia
Capsula de
Bowman 91,0+83 910+51 91,0+£92 89,0£89 91,0£100 880£110 91,0%113  1250%51* 128,0+8,0*
Tufo Glomerular
830+93 790%78 880%92 800+119 860+98  840x11,7 880%10,0 1120+94  119,0+11,9
Espaco da Cépsula de
Bowman 75+06 73+03 72%03 79+0,3 9,8+0,9 7,607 7,7+05 11,0+ 0,7%%* 10,0+ 0,7%**
Tubulos Proximais 3
330+£01 280%23 290%13 31,0£38 300£20  290+28 330%29 300£53 25039

Os valores representam a média + erro padréo da média. ***p<0,001; **p<0,01;* p<0,05 vs Controle e vs Sham.

5.6 Investigacdo do Processo Inflamatorio Renal apds Inducado de

Sepse por CLP

5.6.1 Atividade da Mieloperoxidase Renal

O acumulo de neutrofilos foi avaliado pela medida da atividade da
mieloperoxidase (MPO) que é um indicador indireto do nimero de neutrofilos. Como
mostrado na Figura 24, a atividade desta enzima foi acentuadamente aumentada
nos ratos do grupo CLP em comparacdo aos ratos dos grupos Controle e Sham.
Interessantemente, os niveis de MPO renal no grupo CLP, 24 h apés a inducéo de
sepse, diminuiram progressivamente até que seus Vvalores se tornassem

semelhantes aqueles observados nos grupos Controle e Sham.
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Figura 24. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos
sobre a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) renal 20 dias apds a inducdo. Os
valores representam a média * erro padrao da média (n = 4/tempo). *p<0,05, ***p<0,001 vs
Controle e vs Sham.

5.6.2 Envolvimento de Citocinas Pro-Inflamatorias

A Figura 25 mostra que a sepse nao afetou, significativamente, o contetdo
renal de RNA mensageiro que codifica TNFa, em nenhum dos dias avaliados Por
exemplo, no 5° dia pos-sepse, o conteudo de RNA mensageiro (em unidades
arbitrarias) foi 1,24 £ 0,41, 1,28+0,57 e 1,25+0,46 nos grupos Controle, Sham e CLP,

respectivamente.
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Figura 25. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos
sobre o conteldo de RNA mensageiro que codifica TNFa no tecido renal ao longo de 20
dias ap0s inducéo. O conteudo de RNA mensageiro foi determinado utilizando-se a PCR em
tempo real. Os niveis de expressao da proteina, relacionados aos niveis de expressao do
GAPDH, foram expressos como média + erro padrdo da média (n = 4/tempo) de unidades
arbitrarias de fluorescéncia obtidas durante a fase de ampliagdo exponencial (Ct) do cDNA.

Para confirmar ou descartar um possivel envolvimento do TNFa e da IL-6 nas
lesbes renais produzidas pela sepse, os niveis dos mesmos foram determinados no
plasma, rim e urina. Cabe ressaltar que nem o TNF nem a IL-6 foram detectados no
plasma em nenhum dos dias pds-sepse analisados. No entanto, conforme pode ser
observado na Figura 26A, o TNFa renal encontrava-se aumentado apenas no 1° dia
poOs-sepse engquanto que, neste mesmo dia, 0 TNFa quase nao pode ser detectado
na urina (Fig. 26B). Nos demais dias analisados, o TNFa renal estava bastante
diminuido. Em contraste ao TNF renal e embora ndo tenha alcancado significancia
estatistica devido a grande variabilidade experimental, houve tendéncia de aumento

do TNFa urinario ao longo dos 20 dias analisados.
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Figura 26. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos
sobre os niveis de TNFa no rim (A) e na urina (B) ao longo de 20 dias apos a indugéo. Os
valores representam a média + erro padrdo da média (n = 4 - 8/tempo). *p<0,05, **p<0,01
vs Controle e vs Sham.

A Figura 27 ilustra os niveis de IL-6 renal e urinério ao longo de 20 dias apos
a inducédo de sepse pelo modelo CLP. Similarmente ao observado para o TNFa
renal, a IL-6 renal j& se encontrava elevada no 1° dia pos-sepse (Figura 27A). No
entanto, esta citocina também se encontrava aumentada nos rins do grupo Sham,
indicando que o procedimento cirargico, por si, ja aumentava os niveis renais da IL-6
(Fig. 27A). Nos demais dias analisados, os niveis de IL-6 renal estavam diminuidos
de forma similar nos 3 grupos estudados. J4 a IL-6 urindria estava bastante
diminuida nos dois primeiros dias pés-sepse, nos 3 grupos analisados. No entanto,
no 5° e 10° dias, embora sem alcancar significancia estatistica, os niveis urinarios de
IL-6 encontravam-se elevados quando em comparacdo com os demais dias

analisados (Fig. 27B).
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Figura 27. Efeito da sepse induzida pelo modelo CLP sobre os niveis de IL-6 no rim (A) e ha
urina (B) ao longo de 20 dias ap6s a inducdo. Os valores representam a média + erro
padrdo da média (n = 4 - 8/tempo). *p<0,05, ***p<0,001 vs Controle vs Sham.

A Figura 28 mostra as razfes TNFa urinario / Creatinina urinaria (Figura 28A) e
IL-6 urinaria / Creatinina urinaria (Figura 28B) ao longo de 20 dias pds-sepse. No 20°
dia de observacdo, houve um aumento acentuado de ambas as razdes nos ratos

com sepse.
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Figura 28. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos
sobre as razées TNF urinario / Creatinina urinaria (A) e IL-6 urinaria / Creatinina urinaria (B)
ao longo de 20 dias apos a inducdo. Os valores representam a média + erro padrdo da
média (n = 4 - 8/tempo). **p<0,01 e ***p<0,001 vs Controle e vs Sham.

5.6.3 Envolvimento de Citocinas Pro-Fibréticas

A Figura 29 ilustra o efeito da sepse sobre o contetdo renal de RNA
mensageiro que codifica TGFR nos diferentes dias avaliados. Apenas no 20° dia
apos inducdo, o RNAm renal para o TGFR foi significativamente aumentado pela
sepse (em unidades arbitrarias: CLP, 2,84 + 0,03; Sham 0,95 +0,04; Controle, 0,96

+ 0,03).
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Figura 29. Efeito da sepse (10 perfuracdes cecais) induzida pelo modelo CLP em ratos
sobre o contetdo de RNA mensageiro que codifica TGFf1 no tecido renal ao longo de 20
dias apds inducao. O contetdo de RNA mensageiro foi determinado utilizando-se a PCR em
tempo real. Os niveis de expressao da proteina, relacionados aos niveis de expressao do
GAPDH, foram expressos como media + erro padrdo da média (n = 3 - 5/tempo) de
unidades arbitrarias de fluorescéncia obtidas durante a fase de ampliacdo exponencial (Ct)
do cDNA. *p<0,01 vs Controle e vs Sham.




6 DISCUSSAO

A sepse € uma patologia grave, com alta incidéncia (cerca de 18 milhdes por
ano no mundo inteiro) (Niederman et al., 1990; Rangel-Frausto, 2005) e com
mortalidade em torno de 30% dos pacientes (Antonelli et al., 2007; Vincent et al.,
2006; Silva et al., 2004). Diante destes nuameros, a sepse se tornou alvo de estudo
de muitos grupos de pesquisa. A partir dai, comecaram a ser conhecidas as
alteracOes por ela causadas tais como hipotensdo e hipoperfusdo e alteracdes
imunologicas, que dao origem a sintomas que podem levar o paciente a morte em
poucas horas. Com o melhor conhecimento da fisiopatologia da sepse foram
desenvolvidos modelos prognosticos, como APACHE (Acute Physiological and
Chronic Health Evaluation Il) e SOFA (Sepsis - Related Organ Failure Assessment),
para se classificar a gravidade do quadro séptico. O que também possibilitou
modificacdo em protocolos terapéuticos.

N&o se pode negar os avan¢cos em relacdo ao diagndstico mais precoce, ao
rastreamento microbiano mais eficaz que possibilita o rapido inicio do tratamento e
ao uso mais otimizado das variaveis hemodinamicas e das técnicas de suporte
organico (Benjamin et al., 2004). Avanga-se também para um controle metabdlico
mais eficaz onde compreende-se a importancia do controle glicémico,
diagnosticando e tratando mais frequentemente a insificiéncia adrenal relativa (Van
den Berghe et al., 2001; Annane et al., 2002). A utilizacdo da ventilagdo mecéanica e
terapia nutricional estdo igualmente mais bem administradas aos pacientes graves
(Wheeler et al., 1999; Knobel et al., 2000). Surgem freqiientemente novos farmacos
que visam interferir nas cascatas inflamatéria e da coagulagdo, minimizando os
maleficios por elas causados (Hotchkiss e Karl, 2003)

Desta forma, com o aumento dos pacientes que sobrevivem a esta patologia,
gue é o principal objetivo da campanha mundial de sobrevivéncia na sepse (Survival
Sepsis Campaign), deve ocorrer uma reducdo na mortalidade de 25% até 2010
(Sales Janior et al., 2006).

Segundo estudo realizado por, Bagshaw et al. (2005), a incidéncia de morte
no primeiro ano pos sepse ocorre em cerca de 10% dos pacientes acometidos.
Porém, o estudo ndo descreve as causas da morte destes pacientes. Contudo, fica

claro que o paciente apds sepse possui fragilidades, o que leva-se a pensar que



alteracdes na resposta imune e danos em 6rgaos vitais, ocorridos durante a sepse,
aumentam a probabilidade de morte destes pacientes poucos anos apos a sepse.

A sepse possui caracteristicas fisiopatoldgicas diferentes de acordo com o
momento analisado, podendo ser aguda (instalacdo do quadro séptico) e cronica
(recuperacao do quadro séptico). Os estudos atuais ndo permitem a compreensao
da trajetoria completa da doenca e, principalmente, desconhecemos 0s mecanismos
de morte na fase cronica.

O modelo CLP, utilizado em nosso estudo, causa peritonite polimicrobiana,
realidade bem similar a conhecida em humanos. Assim como também reproduz a
taxa de mortalidade, cerca de 30% dos pacientes. Por isso, 0 modelo pareceu ser o
mais indicado para a mimetizacdo da sepse humana e assim eventualmente permitir,
em nosso estudo, uma melhor compreensdo de seus mecanismos no que diz

respeito a funcéao renal.

6.1 Avaliacdo Inflamatoria Renal

A fisiopatologia da sepse esta relacionada a uma interacdo complexa entre o
hospedeiro e o microorganismo infectante. S8o véarios os processos envolvidos
sendo que o principal esta relacionado a ativacdo de células inflamatorias tais como
os leucadcitos, macrofagos teciduais, células dentriticas e eosinoéfilos. Estas, por sua
vez, desencadeiam ativacao pertinente do endotélio, do sistema imune, de citocinas
pré e antiinflamatérias e do sistema de coagulacédo (Cohen, 2004).

A primeira linha de defesa contra tais infec¢cdes € ativada quando um
patégeno atravessa a barreira natural do hospedeiro. Dentre as células efetoras do
sistema imune inato, as mais importantes sao os neutréfilos e macrofagos, que sao
capazes de fagocitar e digerir os patégenos, secretar citocinas e quimiocinas, além
de coordenar mecanismos adicionais de resposta do hospedeiro. O fato de expor os
neutréfilos a bactérias ou produtos bacterianos ativa essas células como parte da
resposta inflamatoria, obtendo como resultado final a retirada do patégeno (Janeway
e Medzhitov, 2002).

Em nosso estudo, a quantificacdo de neutrofilos no tecido renal foi feita,
indiretamente, através da atividade da mieloperoxidase (MPO). A sepse aumentou a
atividade dessa enzima, aumento este, ja observado 24 h apd6s a inducdo e que

permanece até o 2° dia. Desta forma, nota-se que ha participacdo ativa do rim no



quadro séptico, sendo que ele ndo so6 sofre as consequéncias da doenca sistémica,
mas também apresenta um processo inflamatorio local.

Estes resultados sdo similares aos obtidos por Ueki et al. (2005), onde foi
observado aumento da atividade de MPO em tecidos renal, pulmonar, diafragma e
figado. Allcock et al. (2001), utilizando o modelo de sepse induzida pelo LPS,
também detectaram aumento de neutrofilos no rim através atividade da MPO. Em
estudos realizados com o modelo de isquemia e reperfusdo foi sugerido a
participacdo dos neutrofilos na patogénese e no agravamento da disfuncéo renal
com ativacdo neutrofilica e infiltracdo podendo ser regida por outros leucdécitos
(Sener et al., 2005).

A resposta dos 6rgdos a sepse € heterogénea. Como descrito por Andrades
et al. (2005) alguns apresentam maiores niveis de danos celulares sendo que estes
danos aparecem mais precocemente que em outros 6rgdos, como acontece com 0s
rins e pulmaes.

Os animais Sham apresentaram aumento da MPO somente no primeiro dia,
provavelmente, em decorréncia do procedimento cirargico onde houve exposicédo da
alca intestinal. Este aumento, além de nao ter sido significativo, foi revertido apos 48
h.

Kuligowski et al. (2006) chamam a atencdo para o fato de que a
microvasculatura glomerular é essencialmente um plexo de capilares e que, na
maioria dos leitos capilares, ndo ocorre recrutamento de leucdcitos. Quando ocorre,
os leucécitos causam deformacdes no estreito transito glomerular. Soma-se a isto a
complexidade desta interacdo, que € reforcada pelo papel fundamental das
plaguetas que se acumulam nos capilares glomerulares e fornecem uma fonte de
moléculas de aderéncia tecidual. Este é um dos fatores que contribui, possivelmente,
para a glomerulonefrite desenvolvida pelos animais submetidos a sepse.

O TNFa é o primeiro mediador inflamatdrio a ser produzido em resposta a um
estimulo infeccioso, sendo considerado um mediador primario do sistema imune
inato, o qual é crucial para induzir protecdo local (Van Deventer et al., 1990; Ulloa e
Tracey, 2005). Quantidades minimas de TNFa contribuem para a defesa do
hospedeiro por limitar a propagacdo de organismos patogénicos para a circulacéo
sanguinea. Este fendmeno é observado durante uma resposta inflamatoria bem
sucedida, na qual a duracdo e a magnitude da liberacdo de TNFa ndo sé&o

exacerbadas (Tracey, 2002; Ulloa e Tracey, 2005).



No entanto, quando a producdo € excessiva e prolongada, esta se torna
deletéria para o organismo (Netea et al., 2003), uma vez que supera a regulacao
normal da resposta imune induzindo ativacdo de outras citocinas, 6xido nitrico e
espécies reativas de oxigénio, os quais promovem inflamacdo e lesdo tecidual,
potencialmente, letal (Tracey, 2002; Ulloa e Tracey, 2005).

Esta situacdo € especialmente notada na sepse grave, onde h& excessiva
producdo desta citocina pro-inflamatéria, a qual causa aumento da permeabilidade
capilar, provoca leséo tecidual e morte por faléncia organica (Tracey, 2002; Ulloa e
Tracey, 2005).

Segundo Cunneen e Cartwright (2004), durante o processo infeccioso, o nivel
sérico de TNFa eleva-se durante os primeiros 30 a 90 min ap0s a exposicao ao LPS
com pico entre 3 e 4 h. Em nossos estudo, inicialmente, o TNFa foi quantificado no
plasma 24 h apd6s a inducdo da sepse, mas 0O mesmo encontrava-se em
concentracdo tdo baixa que nao foi detectavel pelo método utilizado. Segundo
Kister et al. (1998), em estudo multicéntrico com 101 recém-nascidos apresentando
sepse neonatal tardia, os niveis de citocinas apresentam-se elevados dois dias
antes de ser feito o diagndstico de sepse. Isto poderia, pelo menos em parte,
explicar a ndo deteccdo de TNFa plasmatico (concentracdo muito baixa) em nosso
estudo. Isto, provavelmente, ocorre devido a meia vida fugaz desta citocina em
pacientes que evoluem bem, ou seja, pacientes que normalmente sobrevivem a
sepse (Kuster et al,. 1998).

Em nosso estudo, o conteudo renal de RNAm para transcricdo de TNFa nao
estava aumentado em nenhum dos momentos avaliados. Provavelmente, esse
aumento de RNAmM poderia ter ocorrido em periodo anterior ao primeiro periodo
analisado (durante as 24 horas iniciais pos-sepse), uma vez que o TNFa tem fungao
inicial no processo inflamatério e a inflamacéo gerada no tecido renal ja teria sido
desencadeada. Soma-se a isto, o fato de que o TNFa estava aumentado tanto no
rim, as 24 h pos-sepse, como na urina, a partir do 5° dia. Esta sequéncia indica que
a inflamacdo no tecido renal comecaria imediatamente apdés a inducdo e
permaneceria por dias.

Estudos anteriores mostraram que ha aumento significativo na expresséo de
RNAmM para TNF-a em periodo de tempo tdo curto quanto 30 min, em resposta a
diferentes estimulos como angiotensina Il ou oclusdo coronariana (Taishi et al.,

2008; Francis et al., 2004; Kalra et al., 2002). Além disso, existe uma propriedade



conhecida da citocina para amplificar sua propria secrecdo em um “feed-forward
(Chrousos, 2000). Através de um estudo bem organizado e abrangente, Taishi et al.
(2008) relataram que o TNF-a aumentou significativamente a expressdo de RNAm
para IL-1B (56 vezes), TNF-a (43 vezes) e IL-6 (5 vezes) em 30 min, em cultura de
células hipotalamicas de ratos. O mesmo tratamento em cultura de células corticais
aumentou os niveis de RNAm para IL-1B8 (> 30 vezes), TNF-a (> 50 vezes) e IL-6
(30 vezes) também em 30 min. Estes dados sugerem que o TNF-a pode aumentar a
sua propria expressdao, bem como de outras citocinas em um periodo curto de
tempo.

Shahid et al. (2008) demonstraram que a administracdo aguda da pro-
citocina TNFa, em camundongos, promoveu profundas alteragdes renais, o que
resultou em decréscimos no fluxo plasmatico renal (FPR) e no ritmo de filtracédo
glomerular (RFG), mas causou aumento no fluxo urinéario e na excrecao de soédio
sem, no entanto, alterar a pressao arterial. Esta observacdo esta de acordo com os
resultados do nosso trabalho.

Segundo estudo realizado por Zhang et al. (2004), o TNFa estimula a acao
de mediadores inflamatodrios solliveis, como a prostaglandina E,, no SNC. Estes
iniciam mecanismos neurais que alteram a atividade nervosa simpética, levando a
mudancas na pressdo arterial e também no fluxo urinario. No entanto, no nosso
estudo ndo houve alteracdo na pressao arterial apos 48 horas de induc¢éo, sugerindo
gue a partir deste momento ndo houve estimulacao da atividade simpatica em grau
suficiente para influenciar a hemodinamica e a funcgéo renal.

Em nosso estudo, observamos uma drastica queda do RFG, ja a partir de 24
h de sepse. Hague e Majid (2004) verificaram que o TNFa reduziu tanto o FPR,
como o RFG em ratos sendo, a reducdo do RFG, parcialmente atenuada pelo L-
NAME. No entanto, a reducédo do FPR foi refor¢cada, indicando que, na condigcéo de
inibicdo da NOS, o TNFa tem uma influéncia semelhante nas resisténcias pré- e
pos-glomerulares, o que teria auxiliado na manutencdo do RFG, em condicdes
normais, mesmo que tenha havido queda acentuada no FPR. Sabe-se que a
magnitude do RFG depende do equilibrio entre as forcas de filtracdo, portanto, das
resisténcias vasculares pré- e pés-glomerular (Navar et al., 1993).

No presente estudo, foi verificada natriurese 48 h apoOs inducdo da sepse,
apesar do efeito vasoconstritor e de hipofiltragdo do TNFa. No entanto, parece que
este efeito do TNF-a foi devido a sua influéncia direta sobre a reabsorcao tubular de



sbédio aumentando a fragdo de excre¢cdo de mesmo. Estudo anterior, in vitro, relatou
que o TNF-a exerce agdo inibitoria direta sobre a atividade da Na®,K* -ATPase,
Na®,K*,2CI" -ATPase-cotransporte e canal epitelial de sédio (EnaC) no cortex e
medula renal (Kreydiyyeh e Markossian, 2006). Assim, € concebivel que um possivel
efeito natriurético do TNFa, em nosso estudo, poderia ser devido a sua agao
inibitéria direta sobre transportadores tubulares de sodio. Porém, estudos que
avaliem esses transportadores de forma mais direta sdo imprescindiveis.

Assim como ocorreu com o TNFa, a IL-6, no rim, mostrou-se aumentada no 1°
dia pos-sepse e na urina, no 5° dia. Niveis renal e urinario de IL-6 tém sido relatados
em experimentos envolvendo endotoxemia. Por este motivo, a IL-6 € utilizada, tem
sido usada na pratica clinica, como marcador de doencas inflamatérias renais como
pielonefrites e situacdes de nefrotoxidade (Kayama et al., 1997).

A IL-6 também é considerada um importante marcador de resposta
inflamatoria sistémica, pois, frente a um agravo infeccioso, alcanca rapidamente
picos altos de concentracdo sérica, 0 que a caracteriza como uma citocina de
alarme a infeccdo (Casey, 2000; Ceccon, 2002). Aparentemente, a IL-6 ndo é um
marcador direto da sepse, pois reflete os efeitos em rede da producéo prévia da IL-
13 e TNFa (Dinarello, 1997; Casey, 2000).

Ao contrario do TNFa, os niveis séricos de IL-6 estdo significativamente
elevados e sustentados por tempo mais longo, na maioria dos pacientes sépticos,
refletindo a intensidade da resposta inflamatéria (Loisa et al., 2003). Diferentemente,
em nosso estudo, a IL-6 assim como o TNFa ndo foram detectados no plasma.

A participagédo da IL-6 na patogénese da insuficiéncia renal, decorrente da
sepse, parece ocorrer de maneira similar a do TNFa, porém, poucos estudos tentam
explicar sua participacdo nas alteracbes glomerulares e tubulares. A IL-6 é 0
parametro mais utilizado na clinica, devido a meia-vida plasmatica baixa do TNFa
(Bellomo et al., 2007; Horner et al., 2007; Lakhmir et al.,2007).

Um aumento da expressdo renal de RNAm para TGFR1 foi observado, em
nosso estudo, no 20° dia apés a indugdo da sepse. O TGFR1 tem sido considerado
um dos fatores de crescimento capaz de induzir modificacdes no fenotipo e na
funcdo de células mesangiais, e por isso, tem sido considerado o principal
mecanismo fisiopatogénico no rim (Roelofs et al., 1998). Enquanto a expansédo de
matriz mesangial e intersticial podem resultar da ativacdo direta da rede de

sinalizacdo do TGFB, em células mesangiais e miofibroblastos, a cascata de



sinalizacdo do TGF pode ainda iniciar efetores pro-apoptoticos em diversas células
renais (Schiffer et al., 2001; Schuster et al., 2002), inclusive poddcitos, resultando
em deplecdo podocitéria que pode preceder a glomeruloesclerose (Coimbra et al.,
2000). O TGFB pode também estar envolvido na transdiferenciagcao epitélio-
mesenquimal, a qual tem sido implicada no acumulo de miofibroblastos e atrofia

tubular, que séo fatores que contribuem para a fibrose renal (Zeisberg et al., 2003).

A expansdo da matriz mesangial e espessamento da membrana basal
glomerular podem ser devido ao aumento do acumulo de proteinas normalmente
presentes nestas estruturas (Mason e Wahab, 2003). Aumento na sintese de
coldgeno, laminina e fibronectina tem sido demonstrado em modelos humanos e
experimentais de nefropatias (Mason e Wahab, 2003). Além disso, o TGFR1 tem
sido apontado como o principal mediador do aumento destas proteinas de matriz
extracelular na nefropatia diabética (Massague e Chen, 2000; Bottinger e Bitzer,
2002). Portanto, a glomerulosclerose é um processo pelo qual o glomérulo normal e
funcional € substituido por tecido fibroso, acumulando depoésitos na matriz
extracelular (MEC). Isto representa uma via comum para a perda primaria de
funcionamento de glomérulos associada a doencas dispares como glomerulonefrite
cronica, uropatia obstrutiva e infeccéo retroviral (Schnaper et al., 2003).

Em nosso estudo, foram observadas alteracbes na morfometria glomerular,
como aumento da capsula de Bowman e do tufo glomerular, a partir do 5° dia. Esta
analise quantitativa revela, dentro de uma mesma populacdo, se estruturas
assumem tamanhos e formas diferentes decorrentes de mudangas no ambiente
como, por exemplo, acimulo de células, acdo de citocinas, etc. O resultado da
morfometria glomerular somado ao aumento da expressdo génica de TGFR1
indicam, de forma consistente, a ocorréncia de glomeruloesclerose.

Na avaliacdo histopatolégica de rins dos ratos CLP foi possivel observar
espessamento da membrana basal e expansdo da matriz mesangial bem como a
presenca de alguns glomérulos ja esclerosados. Com estes dados, pode-se afirmar
que o rim encontra-se em pleno processo de instalacdo de uma doenca, que podera
evoluir para o quadro crénico, pois as alteracdes notadas sdo caracteristicas de
glomerulonefrite. Portanto, alguma intervencdo podera ser feita, neste momento,
para se minimizar esta evolugdo da doenca para uma provavel insuficiéncia renal

cronica (IRC).



No presente estudo, nenhuma alteracdo na morfométrica tubular foi
observada. Este fato pode ser devido a presenca de alguns tdbulos proximais
estarem hipertrofiados e outros atrofiados o que, na média da avaliagdo
morfométrica, ndo fornece alteracéo detectavel. No entanto, 0 aumento da excrecao
urinaria da gama glutamil transferase, enzima componente da borda em escova, é
um indicativo de necrose em células tubulares proximais (Ali, 1995). Na andlise
histopatologica também foi possivel visualizar ndcleos picnéticos e maior
vacuoalizacdo de células tubulares. Desta forma, os nossos dados indicam que,
embora a sepse tenha produzido lesao tubular, esta ndo apresentou em um padrao
anico, ou seja, teve perfil heterogéneo.

Embora a necrose tubular aguda seja a evidéncia mais comum de leséo renal
na sepse (Camusi, 1998), este tipo de lesdo histolégica nem sempre ocorre na
insuficiéncia renal aguda devido a sepse. Como sugerido por Langenberg (2008),
em um estudo rigoroso das alteracbes histoldégicas que ocorrem no rim, nenhum
padrdo histopatolégico tubular Unico pode ser confiavelmente associado a

insuficiéncia renal aguda séptica.

6.2 Avaliacdo da Funcao Renal

A sepse é uma patologia bastante estudada e o envolimento do rim, nesta
sindrome, é consenso geral (Thijs e Thijs, 1998). Porém, estudos que avaliem a
funcédo renal por um periodo mais longo, no pés sepse, sdo inexistentes.

As alteracfes renais sdo decorrentes do processo inflamatério e das abruptas
mudancas hemodinamicas. Estes dois fenbmenos, inflamatério e hemodinamico,
ocorrem simultaneamente e podem interagir-se potenciando ora um efeito, ora outro
efeito.

Em nosso estudo, a inducao de sepse promoveu alteracées na funcao renal ja
a partir de 24 h de observacdo, sendo que as mesmas permaneceram até o ultimo
dia de avaliacao. Isto indica estar havendo uma progressao da doenca mesmo com
a melhora do quadro séptico.

Alteracbes como diminuicdo do RFG, aumento da proteinuria, aumento na
fracdo de excrecdo de sodio e na de potassio sem alteracao no clearance osmolar e

no clearance de agua livre foram observadas durante todo o periodo avaliado (20



dias). Estas alteracdes na funcdo renal ocorrem numa tentativa de manter a
homeostasia do organismo.

A pressdo arterial sistdlica (PAS) nos ratos do grupo CLP estava
drasticamente diminuida 24 h apds inducéao da sepse, provavelmente, devido a uma
intensa vasodilatacdo que, neste tempo, ja ocorre. Nos tempos subsequentes, a
PAS apresentou valores semelhantes aos dos ratos dos grupos Controle e Sham. Ja
o fluxo urinério, bastante aumentado 24 h pds-sepse, permaneceu elevado em todos
0os outros dias avaliados, o que pode ser explicado pelo aumento intenso da
excrecao urinaria de proteinas. O fato de que o FU esteve igualmente elevado em
todos os dias avaliados (Fig. 12 ) e que a concentracdo urinarias de sodio e de
potassio (Tab. 2) estavam acentuadamente diminuidas no 1° dia pos-sepse, indica
que estaria havendo inicialmente (1° dia) uma reabsor¢cdo aumentada desses
eletrolitos, o que poderia corrigir a queda na PAS.

O hematdcrito nos ratos CLP também esta aumentado, o que caracteriza um
estado de desidratacéo intensa.

Segundo Cavazzoni e Dellinger (2006), o perfil hemodinamico da sepse
grave e choque séptico € inicialmente caracterizado por componentes
hipovolémicos, cardiogénicos e hipoperfusdo. Nas fases iniciais de
sepse, aumenta 0 vazamento capilar venoso e ha aumento da
capacitdncia o que resultard& em diminuicdo do retorno venoso para o
coracdo. As citocinas liberadas também podem causar depressédo miocardica direta.
Para se evitar o choque cardiogénico, a volemia deve ser restabelecida. Isto
explicaria, pelo menos parcialmente, a diminuicdo inicial (1° dia) nas concentracGes
urinarias de sodio e de potassio e aumento na ingestdo de agua nos ratos que
sobreviveram a sepse, em nosso estudo. Observacdo interessante foi que a
mortalidade aumentou para 60% dentro do grupo de ratos CLP que ndo aumentaram
a ingestdo de agua. Esta observacdo esta de acordo com o relato de que um
suporte fluidoterapico melhor e mais adequado diminuiu a taxa de mortalidade entre
0s pacientes sépticos (Hotchkiss et al., 2003).

O restabelecimento da hipovolemia normalmente resulta em um
um estado de resposta hiperdinamica. Porém, sinais de hipoperfuséo tecidual podem
persistir. Isso €, muitas vezes, chamado 'choque distributivo’, podendo estar
relacionado a ma distribuicdo do fluxo sanguineo regional (esplancnica, mesentérica

e renal) ou em nivel microvascular e/ou uma incapacidade para utilizar o oxigénio



celular, apesar do fornecimento de oxigénio estar adequado (hipdxia citotoxica)
(Cavazzoni e Dellinger, 2006). Tais alteracdes podem levar a diminui¢cdo do RFG e a
lesdo da microvasculatura glomerular desenvolvendo a proteinuria.

Em um estudo desenvolvido por Langenberg (2007), onde se utilizou ratos
desenvolvendo um estado hiperdinamico circulatério semelhante ao observado em
pacientes sépticos desenvolvendo IRA, mostrou que a recuperacdo da fungéo renal
pode ocorrer em paralelo com vasoconstricdo vascular renal e diminuicdo do fluxo
sanguineo renal, em 48 h de observacdo. Em nosso estudo, ndo foi observado
melhora do quadro em 20 dias de avaliacdo permanecendo, ndo s6 o RFG
diminuido, mas também ocorrendo aumento nas concentracdes plasmaticas de
creatinina e uréia, assim como aumento da relagcdo da proteina e creatinina
urinarias, que nos fornece uma estimativa da progressdo da lesdo glomerular
(Schwab, 1987; Ginsberg, 1983). Tais conflitos, podem ser explicados devido as
diferencas nos modelos experimentais utilizados que, no estudo de Langenberg
(2007), foi o modelo de infusdo de E. coli por via intravenosa, o que podera gerar um
quadro séptico extremamente diferente daquele induzido pelo modelo CLP.

Com relacdo a funcdo tubular, Langenberg (2007) relatou que houve uma
recuperacdo tubular dentro de 48 h apds o tratamento com gentamicina, tornando
improvavel que tenha ocorrido a necrose tubular grave.

Pouco se sabe sobre a fisiopatologia endotoxémica da disfuncdo tubular onde
ocorre falha na concentracdo de urina e um aumento da fracdo de excrecéo de sédio
(Schmidt et al., 2007). Os poucos estudos a respeito atribuem a disfungéo tubular as
citocinas, quais deterioram as bombas trocadoras, como j& discutido anteriormente.

Nosso estudo também revelou um aumento na fracdo de excrecao de sodio, a
partir do 5° dia de avaliacdo. Este aumento poderia ser explicado caso houvesse
aumento da secrecao de aldosterona. Segundo Brown, em reviséo recente (2008),
a aldosterona esta relacionada com a inflamacdo e a instalacdo da fibrose, por
desencadear aumento de espécies reativas de oxigénio. Deste modo, em nosso
estudo, um possivel aumento de aldosterona poderia ser mais mais um estimulo

para a sintese de TGFR1 e outros fatores pro-fibroticos.

Por fim, afirmamos que muitos aspectos sobre a insuficiéncia renal decorrente
da sepse devem ser melhor estudados. Os aspectos hemodinamicos e inflamatoérios

devem ser bem investigados no rim, tanto por suas a¢ées no glomeérulo quanto nos



tubulos. Deve-se sempre levar em consideracdo, que 0 paciente em sepse
apresenta peculiaridades inerentes ao estagio de desenvolvimento em que a sepse
é diagnosticada (mais precoce ou mais tardio) e assim os pacientes que sobrevivem
sofrerao0 as consequéncias das manifestacbes a que foram submetidos. Desta
forma, deve-se ter cautela, por exemplo, ao considerar estudos sobre individuos
durante a sepse e individuos que a ela sobreviveram, extrapolando conclusoes
como se as manifestacoes fossem similares. Condutas terapéuticas novas também

devem ser buscadas minimizar a progressao de leséo renal.



PASl
Proteinuria’ Proteinuria’ Proteinuria’ Proteinaria’ Proteiniarial Proteinariat

RFG l RFG l RFG l RFG l RFG l RFG l
AR AR RN R A R AR A
FUt FUt FUt FU? FU?t FU?
24 horas 48 horas 5 Dias 10 Dias 15 Dias ZI@ias

Figura 30. Esquema resumindo as alteracdes renais induzidas pela sepse pelo modelo CLP

ao longo de 20 dias de avaliacao.
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Figura 31. Esquema resumindo as alterac¢des inflamatorias renais induzidas pela sepse pelo

modelo CLP ao longo de 20 dias de avaliagéao.



7 CONCLUSOES

> A sepse promove profundas alteracées na funcéo renal, que podem ser

irreversiveis;

> As alteracdes inflamatdrias renais persistem agravando a disfuncéo renal,
> A insuficiéncia renal desenvolvida devido a sepse podera se tornar cronico;
> Mais estudos sdo necessarios para melhor compreensdo das alteracdes

renais decorrentes da sepse, principalmente quanto a funcéo tubular.
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