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RESUMO

A sepse associada a faléncia de multiplos
6rgdos como a lesdo renal aguda (LRA)
demonstra alta taxa de mortalidade no
paciente critico. Este estudo investigou a
LRA induzida pela sepse em modelo ex-
perimental. Foram utilizados ratos da raga
Wistar, adultos e machos divididos nos se-
guintes grupos: Controle — controle cirurgi-
co e Sepse —indugdo da sepse pela ligadura
e puncdo do cécon (LPC). Foram avaliados
os parametros fisioldgicos (temperatura
retal, pressdo arterial média — PAM, glice-
mia sérica e fluxo urinario); a fungdo renal
(clearance de creatinina); o estresse oxi-
dativo (perdxidos urinarios e substancias
reativas com acido tiobarbiturico — TBARS)
e realizada a andlise histoldgica renal. O
estudo conclui que a LRA induzida pela
sepse caracteriza-se por lesdo endotelial
com disfungdo hemodinamica, liberagdo
de mediadores inflamatdrios e geragdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) por
células tubulares, caracterizando-se como
uma associagdo de vasoconstri¢ao renal de
origem hemodinamica e inflamatéria.
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ABSTRACT

Sepsis associated with multiple organ
failure such as acute kidney injury (AKI)
shows a high mortality rate in critically ill
patients. This study investigated the sep-
sis induced AKI in experimental models.
Adult, males, Wistar rats divided into the
following groups: Control-surgical control
and Sepsis-sepsis induction for the cecal
ligation and puncture (CLP). Physiological
parameters (rectal temperature, mean
arterial pressure-MAP, serum glucose and
urinary flow); renal function (creatinine
clearance); oxidative stress (urinary pe-
roxides and thiobarbituric acid reactive
substances-TBARS) and kidney histological
analysis were evaluated. That study con-
cludes that sepsis induces AKI by endothe-
lial injury with hemodynamic dysfunction,
release of inflammatory mediators and
reactive oxygen species (ROS) generation
by tubular cells, in an association of renal
vasoconstriction due to hemodynamic and
inflammatory disturbances.
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RESUMEN

La sepsis asociada la insuficiencia multi-
ple de 6rganos como la lesidn renal aguda
(LRA) muestra una alta tasa de mortalidade
en pacientes criticos. Este estudio investigd
los mecanismos implicados en la LRA indu-
cida por la sepsis en modelo experimental.
Fueron utilizados ratones Wistar, adultos y
machos distribuidos en los grupos: Control
- control de cirugia, Sepsis - induccion por |
ligadura y cecon puncién (LPC). Se evaluon
los parametros fisioldgicos (temperatura
rectal, presion arterial media - PAM, gluco-
sa en suero y flujo de orina), funcién renal
(clearance de creatinina), estrés oxidativo
(perodxidos urinarios y sustancias reactivas
al 4cido tiobarbiturico - TBARS) y histologia
renal. El estudio concluye que LRA induci-
da por la sepsis caracteriza por una lesién
endotelial con disfuncién hemodinamica,
liberaciéon de mediadores inflamatorios y
generacion de especies reactivas del oxi-
geno (EROs) por las células tubulares que
caracteriza como una asociacion de la va-
soconstriccion renal causas hemodinamica
e inflamatorias.
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INTRODUGAO

O diagnéstico da lesdo renal aguda (LRA) ocorre com
a reducdo subita da filtragdo glomerular (FG) e o primeiro
exame diagndstico de perda de fungdo renal é clinicamen-
te evidenciado pelo aumento dos niveis de creatinina séri-
ca, critério este pouco preciso e tardio®?. Em 2004, com o
objetivo de uniformizar os critérios diagndsticos da LRA, o
grupo ADQI (Acute Dialysis Quality) prop0s a classificagdo
de gravidade da LRA, o RIFLE (em inglés Risk — risco, Injury
—lesdo, Failure — faléncia, Loss — perda, End — doenga renal
terminal)®). Posteriormente, outro grupo de pesquisadores,
AKIN (Acute Kidney Injury Network), modificou a classifica-
¢do RIFLE e definiu a LRA como aumento da creatinina séri-
ca igual ou maior a 0,3 mg/dl ou aumento percentual igual
ou maior a 1,5 vez o valor basal obtido no ultimo periodo
de 48 horas. Além disso, o critério redugdo do fluxo urinario
passou a exercer fungdo de marcador. Essas organizagdes
diagnosticas sdo as mais aceitas na atualidade'.

A LRA pode ocorrer em diferentes cenarios clinicos,
entre eles a sepse. Estudo multicéntrico classico realizado
em unidades de terapia intensiva, envolven-
do 29.269 pacientes, confirmou a incidéncia
de LRA em aproximadamente 6% daqueles
pacientes criticos, e a sepse e a sua forma
mais grave, o choque séptico, corresponde-
ram a 50% dos casos?. Outros estudos apre-
sentam incidéncia de 45% a 70% para a LRA
induzida pela sepse®.

A sepse é caracterizada como uma inten-
sa resposta inflamatéria associada a infec-
¢do bacteriana sistémica grave e apresenta
altas taxas de mortalidade em unidades de

Apesar de ser descrita
como uma sindrome
de carater reversivel,

o desenvolvimento
da insuficiéncia renal
cronica ou doenga
renal em estagio
terminal deve ser
considerado nos casos fisiopatologia da LRA induzida pela sepse

nente da membrana celular de bactérias gram-negativas,
a sua infusdo resulta em processo inflamatdrio sistémico
que reflete a fase inicial do quadro clinico da sepse com
inducdo de citocinas proé-inflamatdrias como o fator de
necrose tumoral (TNF-a) e interleucina -1 (IL-1); admi-
nistracdo de bactérias exdégenas no animal e reprodugdo
do cenario infeccioso, técnica utilizada em animais de
grande porte para estudo hemodinamico de um drgao
especifico; e a técnica de ligadura e pun¢do do cécon
(LPC), que é largamente utilizada para indugdo de sep-
se em modelos animais, que se caracteriza pela ligadura
distal da valvula ileocecal e pung¢do do cécon com a saida
do conteldo fecal para o periténio do animal, seguida de
bacteremia e sepse®.

A sepse é uma sindrome grave e de causa multifato-
rial. As respostas clinicas sdo extremamente agressivas e
poucas intervengdes farmacoldgicas tém demonstrado
sucesso, uma vez que evolui de forma rapida e descon-
trolada, sem indicativos do melhor momento clinico pa-
ra intervir. O estudo da sepse em humanos é restrito por
questdes éticas e pela rapidez com que desfechos desfa-

voraveis acontecem.

Assim, a hipdtese deste estudo é que
o modelo animal de sepse se traduzird em
importante instrumento para a descricao
de mecanismos que possam vir a elucidar a
fisiopatologia dessa sindrome inflamatéria.

OBJETIVOS

Caracterizar mecanismos envolvidos na

an ) ¢ de sepse em ratos e padronizar o modelo de sepse
terapia |nteAnsn{a, partllcqlarm(?nt? na pre- ) experimental em animais.
senca de faléncia de multiplos érgdos, como
a LRA, em que alcancam valores de 20% a c
a ¢ ° METODO

35%%°), Apesar de ser descrita como uma sindrome de ca-
rater reversivel, o desenvolvimento da insuficiéncia renal
cronica ou doenca renal em estagio terminal deve ser con-
siderado nos casos de sepse). Varios rascunhos fisiopa-
toldgicos foram propostos para descrever a LRA induzida
por sepse, como a vasodilatacdo que induz a hipoperfusdo
glomerular, o processo inflamatério e lesdo oxidativa, e a
disfungdo tubular®. O exato mecanismo envolvido na LRA
induzida por sepse é pouco conhecido pela dificuldade de
obter dados histoldgicos ou andlise bioquimica de fungao
renal nas diferentes fases da sepse em estudos clinicos®.

Estudos experimentais que envolvem modelos animais
sdo indispensdveis para melhor definir e caracterizar a
sequéncia fisiopatoldgica e para sugerir estratégias de
tratamento e acompanhamento que alterem a estatistica
desfavoravel da LRA induzida por sepse®.

Os modelos animais de induc¢do da sepse estdo dividi-
dos em trés categorias: modelo inflamatdrio de indugdo
por lipopolissacarideos (LPS), sendo a LPS um compo-
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Todos os procedimentos realizados neste estudo estdao
de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Ani-
mal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Ani-
mal — COBEA e foram aprovados pela Comiss3o de Etica em
Experimentagdo Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Sao Paulo, protocolo registrado n2 92 nas fls
106 do livro 02 para uso de animais em experimentagdo. To-
dos os animais tiveram acesso livre a agua e alimentos, per-
manecendo em condigdes térmicas com ciclos de dia e noite
durante todo o experimento. Foram utilizados ratos da raca
Wistar, adultos e machos pesando entre 250 e 300 gramas
divididos nos seguintes grupos: Controle — controle cirurgico
com simulagdo do ato cirurgico, sem a realizagdo da técnica
de LPC; Sepse — inducdo da sepse através da técnica de LPC.
Os animais foram anestesiados com tiopental de sédio 40-50
mg/kg, intraperitoneal (i.p.), submetidos a laparotomia para
realizacdo da técnica LPC e colocados em gaiolas metabdlicas
para coleta de urina de 24 horas. Os animais foram anestesia-
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dos novamente com tiopental de sddio 60 mg/kg apds esse
periodo para nova laparotomia e coleta de sangue através da
puncdo da aorta abdominal para estudos de fungdo renal (FR),
fungdo tubular e estresse oxidativo. O rim esquerdo foi retira-
do e preparado para realizacdo de cortes histoldgicos e a co-
loragdo do tecido renal foi realizada com hematoxilina-eosina.
Nessa Ultima etapa foram avaliados parametros fisioldgicos
dos animais, como: temperatura retal, pressdo arterial média
(PAM), glicemia sérica e fluxo urinario.

Avaliagdo da fungdo renal (FR): Efetuada pelo clearan-
ce de creatinina por meio da mensuracgdo de creatinina
plasmdtica e urindria realizada pelo método de Jaffé!*?.
Estresse oxidativo: Mensuragdo dos niveis de perdxidos
urinarios (PU) pelo método FOX-2. A mensuragdo dos ni-
veis de PHU é considerada biomarcador da geracdo de pe-
roxidos de hidrogénio e preditor da extensdo de estresse
oxidativo em modelos experimentais in vivo*.Dosagem
de TBARS (substancias reativas com acido tiobarbiturico)
na urina é um método analitico utilizado para detec¢do de
aldeidos reativos ao acido tiobarbiturico. O malodealdei-
deo (MDA) é um dos aldeidos frequentemente analisados

Tabela 2 - Fungio renal

em meétodos analiticos para determinac¢do dos indices de
peroxidagdo lipidica®®. Glicemia sérica: caracterizou-se
pela mensuracdo da glicemia sérica, de amostra sangui-
nea obtida da aorta abdominal ao final do experimento.

Andlise Estatistica: Utilizou-se a Anova univariada e
teste de comparagdes multiplas ajustados para Bonferro-
ne. Os valores p < 0,05 foram considerados significantes.

RESULTADOS

Tabela 1 - Parametros fisiologicos

Glicemia
Temperatura PAM .
G Capil
rupos Retal (°C) (mmHg) (:11;/;1;
Controle (n=6) 36,4+0,1 88+3 148+55
Sepse (n=06) 34,3+1,1* 60£2% 250444

PAM — presséo arterial média*p < 0,05 versus Controle

A Tabela 1 mostra que os animais induzidos a sepse de-
monstraram redugdo da temperatura retal (p < 0,05) e da
pressdo arterial média (p < 0,05), com elevagdo nao signifi-
cativa da glicemia capilar. e manutencdo do fluxo urinario.

Ureia .. - Fluxo Clearance Creatinina/100g
Grupos (mg/dl) Creatinina Sérica (mmHg) Urindrio (ml/min) (mg/dl)
Controle (n = 6) 48+8 0,41+0,33 0,007+0,002 0,65+0,15
Sepse (n = 6) 99+6 0,70+0,36 0,010+0,008 0,21+0,10*

*p < 0,001 versus Controle

A Tabela 2 demonstra a FR dos grupos, e o grupo Sepse
apresentou aumento nos niveis de ureia e creatinina plas-
matica sem significancia estatistica e manutengao do fluxo
urinario. Contudo, observou-se reducao significativa do cle-
arance de creatinina no grupo Sepse, confirmando a ocor-
réncia de lesdo renal ndo oligurica induzida pela sepse.

Tabela 3 - Estresse oxidativo

Perdxidos Urinarios TBARS Urinario

Grupos (nmol/mg de creatinina) (nmol/mg de creatinina)
Controle (n = 6) 22423 43422
Sepse (n = 6) 12,5+2,2% 13,0£3,4%

TBARS — Substéancias reativas ao acido tiobarbiturico
*p < 0,05 versus Controle

A Tabela 3 mostra os animais do grupo Sepse com va-
lores de perdxidos urindrios e de TBARS urinarios mais
elevados do que o controle, confirmando o desequilibrio
redox e liberagdo de maiores niveis de aldeidos como o
MDA (TBARS urinario) e a presenca de lesdo oxidativa por
peroxidagdo lipidica.

A Figura 1 ilustra os cortes histoldgicos para andlise
dos grupos. O grupo Controle (A) ndo demonstrou alte-
ragdes tubulares nos cortes histolégicos. Por outro lado,
o grupo Sepse (B) foi caracterizado por edema e infiltrado
inflamatorio difuso do intersticio, achatamento das célu-
las tubulares com dilatagdo da luz tubular e desnudamen-
to da membrana basal na regido cortical.

Figura 1 - Fotos dos cortes histologicos para analise dos grupos
(aumento de 400X): Controle (A) e Sepse (B).
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DISCUSSAO

A sepse é caracterizada como uma sindrome com-
plexa, ndo linear, de grande variacdo e que apresenta
critérios e definicbes divididos em grandes grupos: sep-
se, sepse grave e choque séptico’”?. E também definida
como resposta inflamatdria e disfungdo imunoldgica que
evoluem de um estado hiperdinamico, em fases precoces,
para um estado hipodindmico em fase tardias®®.

As primeiras manifestacdes clinicas da sepse sdo a
taquicardia, a hipotensdo, a hipertermia ou a hipoter-
mia com evolugdo gradativa para faléncia de multiplos
orgdos®*3), A caracterizagdo do grupo Sepse inclui a hipo-
termia, reducdo da PAM para 60 mmHg, LRA confirmado
pelo aumento nos niveis de ureia e creatinina sérica com
reducdo do clearance de creatinina.

O mecanismo de isquemia/reperfusdo renal é descrito
como a principal causa de LRA associada a sepse. A redugdo
do fluxo sanguineo renal e hipoperfusao resultam em baixas
demandas de oxigénio que induzem a lesdo das células do
epitélio tubular, a apoptose e necrose tubular aguda em caso
de hipoperfusdo prolongada¥. Outros fatores associados a
propria fisiopatologia da sepse, como a hipovolemia absolu-
ta, vasoplegia e extravasamento capilar com edema intersti-
cial, sdo fatores que contribuem para redugao do transporte
de oxigénio™. A faléncia renal ocorre com o comprometi-
mento da funcionalidade do érgdo que apresenta sinais de
desequilibrio da homeostase de agua e eletrdlitos e acimulo
por reducdo da excreg¢do de produtos nitrogenados do meta-
bolismo, como a ureia e a creatinina sérica®*.

O estudo confirmou a redugdo do clearance de creati-
nina nos animais do grupo Sepse, sublinhando a disfuncao
renal. Além disso, apesar de ndo ter sido demonstrada
reducdo significativa, o menor fluxo urinario nos animais
sépticos, se aplicado ao sistema classificador de disfuncdo
renal, o AKIN, mencionado na introducdo deste trabalho,
classificaria esse grupo na categoria 1 (risco), pela crea-
tinina sérica maior ou igual a 0,3 mg/dl ou aumento de
uma vez e meia a duas vezes o valor basal. O aumento
da creatinina sérica e a redugao do ritmo de FG foram
descritos como eventos secundarios a diminuigcdo da re-
sisténcia vascular renal (RVR) em estudo experimental
em modelo animal de indugdo da sepse!*®. A presenca
de endotoxinas, a resposta inflamatdria com liberagdo de
TNF-q, interferon-y (IFN-y) e IL-1 induzem a expressdo da
enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) na medula
renal, nas células mesangiais glomerulares e nas células
do endotélio da vasculatura renal com a liberagdo de altas
concentra¢des de o6xido nitrico (NO) de forma intensa e
continua que acarretam em vasodilatagdo e reducdo da
RVR®?, Paralelamente, o estado de acidose decorrente do
choque séptico acarreta baixos niveis celulares de ATP na
musculatura lisa das células endoteliais que favorecem a
hiperpolarizagdo celular e a saida do ion potdssio pelos ca-
nais da membrana dependentes de ATP e perpetua o esta-
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do de vasodilatacdo, hipotensdo sistémica e a resisténcia
para catecolaminas e angiotensina 11,

A lesdo endotelial na LRA induzida pela sepse favorece
a formagdo de moléculas de adesdo intercelular (ICAM-1),
moléculas de adesdo (VCAM) e as selectinas P e E, que pro-
movem a interagdo leucdcito-endotelial, adesdo plaqueta-
ria e obstrucdo mecéanica da microvasculatura renal®”. A
disfuncdo endotelial induz a formacdo de citocinas pré-in-
flamatdrias pelas células tubulares que intensificam o pro-
cesso inflamatdrio, propriciam a apoptose principalmente
das células da regido tubular e a lesdo oxidativa por geragao
de espécies reativas de oxigénio (EROs)®7),

Neste estudo, analise do componente estresse oxidativo
para o grupo Sepse sugere lesdo oxidativa seguida pelo au-
mento da liberagdo do intermediario perdxido de hidrogénio
e MDA urinario como produto final da peroxidacao lipidica.
A descri¢do do estresse oxidativo na sepse esta relacionado
com o aumento na produgdo de EROs e redugdo nos niveis
de antioxidantes™®, Outro fator que intensifica a lesdo oxi-
dativa durante a sepse e a cascata inflamatdria é a geragao
de dxido nitrico (NO), considerado um radical livre com a ca-
pacidade de interagir com EROs e formar moléculas tdxicas
como o peroxidonitrito, que oxidam e lesam as proteinas da
membrana celular com toxicidade ainda maior®.

A andlise da histologia do cértex renal mostrou edema e
infiltrado inflamatdrio difuso do intersticio, achatamento das
células tubulares com dilatagdo da luz tubular e desnudamen-
to da membrana basal na regido cortical para o grupo Sepse.
Estudos com andlise histoldgica em modelos de LRA induzi-
da por sepse revelam heterogeneidade, sendo relevante o
infiltrado inflamatdrio e alteracdo da morfologia das células
tubulares com perdas das bordas em escova e apoptose. Ou-
tras alteragGes, como disfunc¢do da juncdo intercelular que fa-
vorece o refluxo do fluido tubular através do epitélio renal, a
membrana basal que segue com descolamento celular e for-
macdo de debris na luz dos tubulos com o aparecimento de
sedimentos e cilindros tubulares na urina, também sdo des-
critas, porém n3o foram identificadas neste estudo™.

Resumidamente, na sepse ocorre a ativagdo de mo-
léculas de adesdo no endotélio que resulta na integracdo
leucdcitos-endotelial. Os leucdcitos ativos aumentam a li-
beracdo de mediadores inflamatdrios e a geragao de EROs
pelas células tubulares, que contribuem para progressao da
lesdo e faléncia do drgao, caracterizando o quadro de LRA
induzida por sepse. Esses mecanismos mais intimos de le-
sdo ndo foram avaliados neste estudo, porém os resultados
de peroxidacdo lipidica no grupo Sepse pressupdem que
essa desorganizagado celular e molecular fez-se presente.

A resposta funcional renal e a manifestacgdo precisa do
desequilibrio redox neste estudo caracterizaram o efeito
deletério da sepse sobre o rim e esclareceram que pos-
sivelmente a geragdo de espécies livres de oxigénio asso-
ciada provavelmente ao consumo da reserva antioxidante
enddgena, seja os principais mecanismos precipitadores
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dessa complicagdo. Esses dados reforcam a propriedade
do modelo experimental de sepse como uma alternativa
promissora para investigacoes nessa tematica.

CONCLUSAO

A lesdo renal aguda induzida pela sepse em modelo
animal se caracteriza por lesdo endotelial com disfungdo
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