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Resumo - Objetivo: Avaliar os efeitos da castracéo pos-natal sobre o tecido pulmonar na sepse de origem abdominal
induzidaem ratos. M étodos. Foram utilizados 33 ratos Wistar distribuidos em doisgrupos: Grupo Controle (GC) =5
machos adultos normais sem desafio séptico. Grupo Experimento (GE): 28 ratos submetidos a sepse por ligadurae
perfuracdo de ceco (LPC) e distribuidos em trés subgrupos: Subgrupo Macho (SgM): nove ratos machos adultos,
sem castracéo e submetidos asepse por L PC. Subgrupo Fémea (SgF): nove ratos fémeas adultos normais submetidas
a sepse por LPC. Subgrupo Castrado (SgC): dez ratos machos que no quarto dia de vida foram submetidos a
orquiectomia bilateral e quando adultos a sepse por LPC. Ap6s a LPC os animais foram observados até o 6bito,
realizada andlise histomorfométrica do pulm&o, observando-se 0 nimero de polimorfonucleares e mononucleares.
Resultados. 50% dos animais do SgC sobreviveram 24 horas, contra 33% do SgF e 0% do SgM, mostrando uma
nitidainfluéncia da castracdo naresposta ao desafio séptico. O nimero de polimorfonucl eares e mononucl eares ndo
foi diferente estatisticamente entre 0 SgC e CG, estando estati sticamente aumentados no SgM e SgF. Conclusdo: Os

animais castrados apresentaram uma maior tendéncia a sobrevida e menor alteragdo pulmonar.
DESCRITORES- Castrac&o. Pulm&o. Peritonite. Sepse. Ratos.

Introducéo

A sepse de origem bacteriana continua
com alta taxa de morbidade e de morta-
lidade.! A sepse pode ser o evento final
de um paciente em estado avancado de
doenca grave, como também é causa
comum e potencialmente prevenivel de
morte em pacientes com doengas menos
severas.? A literaturamostrataxa de mor-
talidade nos pacientes vitimas de sepse
abdominal oscilando entre 20 a80%.3* A
ampla faixa de variagdo entre os indices
de mortalidade encontrada nos trabal hos,
reflete a diferenca de padronizagdo nos
parametros de observacéo da sepse.!

Tudo indicaque os eventos que decorrem
da sepse e do chogue séptico sdo causa-
dos por endotoxinas produzidas por baci-
los Gram negativos, com agdo diretasobre
as células, causando lesdo ou alterando
suas fungBes, ou ainda por ac&o indireta,
aparentemente, mais importante, defla-
grando a sintese, liberacdo ou ativacdo
da cascata de mediadores derivados das
células do hospedeiro>®"#, pois os poli-
morfonucleares s8o as cé ulasmaisnume-
rosas naresposta aguda a sepse.®*° Quan-
do o processo inflamatério é intenso,
ocorre lesdo endotelial com aumento da
permeabilidade capilar e edema, que leva
a oclusdo capilar e isquemia®®111213

sugerindo que amaior ameagaasobrevida
apos a sepse ndo decorre da infeccéo
propriamente dita, massim daprogressiva
disfuncdo dos 6rgdos, como consequién-
cia de uma resposta inflamatéria sisté-
mica.’*!®> Aparentemente o pulmao € o
primeiro 6rgéo a ser atingido.>%1013

Mihmanli e col.*®, empregando modelo de
sepse apos perfuracdo do ceco de ratos,
demonstra apds estudo histopatol 6gico
do pulm&o que ocorre uma proliferacdo
acentuada de polimorfonucleares no teci-
do pulmonar , suguerindo que aaplicacdo
de antibidticos de amplo expectro podem
prevenir atranslocagdo bacteriana provo-
cadapelasepse deorigem abdominal, bem
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como alterar a taxa de sobrevivéncia
destes animais apos o0 choque séptico.
Na resposta a sepse, estudos experimen-
tais, clinicos e epidemiol égicos, sugerem
uma diferenca sexual na susceptibilidade
darespostainflamatériasistémica 171819
Oberholzer e col.*® mostraram que as
mulheres possuem um risco menor de
desenvolver sepse e disfungdo de mdilti-
plos érgéos e sistemas comparados aos
homens, quando submetidos a uma leséo
grave.

Schroder ecal ., em 1998, confirmaram que
existe diferenca sexual na sepse humana,
sendo que as mulheres possuem um me-
Ihor progndstico, e que estefato deve estar
relacionado com o aumento dos niveis de
mediadores antiinflamatérios no sexo
feminino.

Em recentes estudos sobre sepse experi-
mental em ratos Wistar, d"’Acampora e
col.! observaram que as fémeas sdo mais
resistentes a infec¢do que os machos,
evoluindo com menor freqUéncia para o
ohito.

Parece que a provavel explicacdo para o
fato, sejam alteragdes sofridas durante o
desenvolvimento do eixo Hipotéamo-
Hipofise-Adrenal (HPA) quesofreinfluén-
ciade nucleos hipotal &micos sexua mente
diferenciados, sendo capazes de alterar a
resposta imune induzida experimental-
mente.l”221 O sistemaimune também so-
freinfluénciasdiretas do sistemaendocri-
no. Estudos recentes mostram que as
célulasT eB sdo avosdaagdo doshormo-
nios sexuais 222, A testosterona possuli
atuacdo nas células T e interfere no sind
necessario paraacéulaB produzir anticor-
pos, diminuindo a sua producéo?. Ja o
estrogénio tem a capacidade de aumentar
acapaci dade dos macréfagos e mondécitos
de fagocitarem antigenos 2. E descrito na
literatura pesquisada que ratos machos
castrados aumentam os niveis de IgM e
1gG na resposta imune quando compara-
dos aos ndo castrados, e que niveis de
IgM estéo relacionados com o nimero de
cromossomos X existentes 2224 Qs
niveis de IgM, 1gG e IgA sdo0 maior nas
fémeas que nos machos %,

Apesar dediversostrabalhos naliteratura
indicarem a existéncia de dimorfismo
sexual narespostaimune entre mamiferos,
ndo foi possivel encontrar nasreferéncias
consultadas nenhum trabal ho que utilizas-
se ratos machos castrados durante o
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periodo critico de diferenciacéo sexua do
SistemaNervoso Central (primeirasemana
devidapoés-natal) paraanalisar os efeitos
desta castracéo sobre o tecido pulmonar
em resposta a um desafio séptico quando
estes animais atingissem a idade adulta.
Portanto o objetivo priméario destetrabalho
foi o deanalisar os efeitos desta castracéo
pos-natal sobre a histologia do pulméo
destes animais ap6és um desafio séptico
na idade adulta.

M étodos

Foram utilizados 33 (trintaetrés) ratosda
espécie Rattus norvergicus da linhagem
Wistar, mantidosem gaiolas plésticascom
acesso livre aalimentagdo e agua, e man-
tendo o ciclo diaenoite. Osanimaisforam
distribuidos em dois grupos:

1. Grupo controle — GC (n=5): cinco ani-
mais do sexo masculino, que foram sub-
metidos a eutanasia para a obtencéo do
lobo inferior do pulmé&o direito paraavali-
acao morfomeétricado pulm&o normal.

2. Grupo experimento— GE (n=28): Osani-
mais deste grupo foram distribuidosem 3
subgrupos conforme descrito a seguir:
2.1. Subgrupo macho — SgM (n=9): nove
animais do sexo masculino.

2.2. Subgrupo fémea — SgF (n=9): nove
animaisdo sexo feminino.

2.3. Subgrupo castrado—SgC (n=10): dez
animais do sexo masculino que no 4° dia
de vidaforam submetidos a orquiectomia
bilateral.

Os animais do SgC no quarto dia foram
submetidos & anestesia geral através da
inalacdo de éter etilico, apds serem aneste-
siados foram posicionados em decibito
dorsal sobre abase do microscopio cirdr-
gico. Apés ser realizada a anti-sepsia da
parede ventral do abdome com iodo-
povidona, foram realizadas duas incisdes
para-medianasde 5 mm abaixo dacicatriz
umbilical, através das quaisforam exterio-
rizadas asgbnadas, ligaduradaartériates-
ticular juntamente com o ducto deferente
com fio de poligalactina 6-0 e a secgéo
dos testiculos e epididimo de ambos la-
dos. A parede abdominal e a pele foram
suturadas com pontos totais com fio de
poligalactina6-0.

Quando os animais do GE apresentavam
peso entre 180 e 240g, foram anestesiados
com éter etilico sob campéanulaerealizada
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umalaparotomiamedianade aproximada-
mente 3 cm. Exposto o ceco, procedeu-se
a ligadura do colo ascendente na por¢éo
mais proximal com fio de algodéo 3-0 e
realizagcdo umaincisdo de 5mm naporcgéo
avascular. A sintese da cavidade abdomi-
nal foi realizada por planos com fio de
nylon5-0. ApGsacirurgia, osanimaisforam
colocados isolados em gaiolas plasticas,
com acesso livreadguaeaimentacdo pro-
pria para a espécie, sendo 0S mesmos
acompanhados até 0 momento do 6bito
por um periodo maximo de 24 horas, obser-
vando o tempo de sobrevida do animal
apos aperfuracdo do ceco. Dos cinco pri-
meirosanimais de cadasubgrupo do grupo
experimento que evoluiram parao 6hito, e
dos cinco animais do GC que foram sub-
metidos a eutanédsia através de inalacéo
de éter etilico sob campanula, retiraram-
seoloboinferior do pulm&o direito, fixados
emformol a10%, incluidosem parafinae
seccionadosem cortesde 10 mm. Aslami-
nas obtidas foram coradas pelahematoxi-
linaeeosna, esubmetidasaanaise morfo-
métrica, com auxilio de umagrade ocular
de contagem, sob um aumento de 400x,
onde se contava 0 nimero de polimor-
fonucleares e mononucleares numa érea
de 100 x 100 mm, delimitada pela grade
ocular, que tangenciava um bronquiolo
(Figural).

Os resultados obtidos foram submetidos
a andlise estatistica. Para a comparagdo
do tempo de sobrevida dos animais foi
utilizando a curva de sobrevida de
KAPLAN-MEIER. Ja para a andlise dos
achados morfométricosfoi utilizado oteste
estatistico ANOVA modificado por
NEWMAN-KEULS, sendo considerados
estatisticamente significantes para um p
£0,05.

Resultados

Dos 28 animaisdo grupo experimento, 20
evoluiram para o ébito em até 24 horas
apbs a inducdo da sepse. A curva de
sobrevida de KAPLAN-MEIER dos ani-
mais do GE encontra-se naFigura 2.

No SgM, todos osanimaisevoluiram para
Obito nas 24 horas apds ainducéo da sep-
se, no SgF trés animais sobreviveram até
a 242 hora perfazendo um total de 33,3%
dos animais deste subgrupo. Ja no SgC
50% dosanimai s sobreviveram as primei-
ras 24 horas.



FIGURA 1 — Fotomicrografia com aumento de 400x, ilustrando como foi realizada a contagem
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celular com ajuda da grade ocular.
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FIGURA 2 - Curva de KAPLAN-MEIER de sobrevida em 24 dos animais estudados conforme o seu
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FIGURA 3 — NUumero de mononucleares no pulmao dos ratos Wistar em estudos conforme o grupo.

LEGENDA: ** = p £ 0,01 e *** = p £ 0,001, quando comparado com o GC.

Utilizando o teste estatistico ANOVA
complementado comNEWMAN-KEULS,
na avaliagdo dos mononucleares, obser-
vamos que existe umadiferencaestatistica
entreo GCeo SgM (p<0,001), entreo GC
e0 SgF (p < 0,01) endo havendo diferenca
estatisticamente significanteentreo GC e
0SgC.

Comparando os subgrupos do grupo expe-
rimento entre si, observamos que ha uma
diferencaestatisticamente significante en-
tre 0s SgM e SgC (p < 0,001) e entre os
SgF e SgC (p<0,01). Entre osSgM e SgF
ndo houve diferencaestatistica (Figura3).
Analisando amédiados polimorfonuclea-
res entre os diferentes grupos, observa-
mos que ha diferenca estatistica entre o
GC e SgM eentreo GC eo SgF (ambosp
<0,05). Jaentre os demais grupos ndo ob-
servamos diferenca estati sticamente signi-
ficante (Figura4).

Discusséao

O problema, sepse de origem abdominal,
é freqiiente na prética médica, sendo am-
plamente discutido sem que setenha che-
gado a um consenso.!

O modelo experimental €um dosprincipais
meios para a resolucdo destes topicos
conflitantes sobre a sepse de origem ab-
dominal. Acredita-se que o model o experi-
mental € o Unico método de estudo em
que épossivel avaliar e controlar osfend-
menos septicos desde a suainstalacdo até
0 momento defalénciados érgéos e siste-
mas, podendo-se interferir de diferentes
formas e em diferentes tempos neste
processo.!

Otero-Anton ecol . relatam quealigadura
eperfuracéo do ceco comincisdo de5mm
levaaumamortalidade maior que 80% em
24 horas, e que em apenas 5 horas ap6s a
perfuragdo ha hemocultura positiva,
isolando bactérias do trato digestivo.

No entanto, véariostrabal hos, tanto experi-
mentais como clinicos, tém demonstrado
gue asfémeas sdo maisresi stentes asepse
gue os machos, apresentando uma maior
sobrevida % 1°. Assim observamos:
Zellweger e col.? observaram que ap06s
sepse de origem polimicrobianaem ratos,
amortalidade eramaior nosratos machos,
Béuerle ecol.?” observaram que asmulhe-
res sd0 menos susceptiveis e tem um me-
Ihor prognaéstico nasepse, Schréder ecol.
¥ mostraram que ataxade sobrevidapara
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as mulheres era maior que a dos homens
nasepse, eWichmann ecol. % quetambém
observaram que um nimero significative-
mente menor de mulheres necessita de
cuidados intensivos ap0s cirurgia, e que
h& uma menor incidéncia de sepse e cho-
que séptico em mulheres do que em ho-
mens quando submetidos a cuidados
intensivos, porém ndo observaram uma
diferenca na mortalidade entre ambos os
sexos quando desenvolviam sepse aguda.
Observou-se, no decorrer deste experimen-
to que osanimaisdo SgFtém umatendéncia
maior a sobrevida que os do SgM.

Duscan e col.?® ao estudarem os efeitos
histopatol égicos de diferentes tratamen-
tos no tecido pulmonar de camundongos
pré-tratadoscom antibiéticos e esteréides
e um modelo de sepse provocada por
E.cali , demonstraram que a inflamagéo
peribronquiolar estava significantemente
aumentada nos animais que receberam
tratamento por esterdides. Seus dados sdo
compativeis com os resultados observa-
dosem nosso experimento, indicando que
os esterdides acentuam arespostainflama:
téria no tecido pulmonar em animais
adultos.
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FIGURA 4 - Numero de polimorfonucleares no pulméo dos ratos Wistar em estudos conforme o

grupo.

LEGENDA: * = p £ 0,05, quando comparado com o GC.

Em 1996, Wichmann ecol. **mostraram que
acastracdo de ratos machos antes de cho-
gue hemorrégico previne a depressdo da
funcdo imune mediada por células, mos-
trando um efeito benéfico na deplecéo de
testosterona sobre afungéo imune celular
apds chogue hemorragico, concluindo que
a manutencdo da imunidade nos animais
castrados apés chogque hemorrégico pode
ter relagdo com a deficiéncia de tes-
tosterona.

Observamos que os animais castrados
apresentaram a maior sobrevida a sepse
nas primeiras 24 horas, sendo quetal fato
sgja devido a diminuicéo do nivel da
testosterona plasmética

Pineecol. *em estudo observando o mau
funcionamento orgénico e amorte de pa-
cientes com sepse de origem abdominal,
observaram que 28% dos pacientes que
desenvolveram sepse apresentaram mau
funcionamento pulmonar, sendo o pulméo
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0 Orgéo mais afetado, e que 63% destes
evoluiram paraamorte.

Segundo Runcie e col .*? 0 dano pulmonar
provocado apos infeccdo abdominal é
causado por contribuicBes de leucdcitos,
plaguetas, microémbolos, influéncias neu-
rolégica, sistema complemento, citocinas
eradicais livres. A adesdo de neutrofilos
nos capilares pulmonares € um importante
mecanismo no dano pulmonar. Refere
também que o dano pulmonar pode ser
limitado pelaneutropenia.

Observou-se que os animais dos SgM e
SgF apresentaram um ndmero significativ-
amente maior de mononucleares quando
comparado ao GC, e que 0 SgC néo apre-
sentou uma diferenca estatistica destas
células comparando com 0 GC. Também
observamos que houve uma diferenca
estatisticamente significante quando
comparando os SgM e SgF com 0 SgC,
sendo o nimero de mononucleares maior
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nos 2 primeiros subgrupos. Assim obser-
vamos que 0 SgC apresentou-se mais se-
melhante ao GC neste aspecto.

Analisando os polimorfonucl eares, vimos
gue 0 SgM e o SgF apresentaram um ni-
mero estati sticamente maior quando com-
parado ao GC. Quando comparando 0 SgC
com 0 GC né&o houvediferencaestatistica
significante.

Com isto, observamos que em relacéo a
andisemorfométricaredizadanospulmdes,
0 SgC ficou mais préximo ao GC, e que o
SgC também apresentou maior sobrevida,
sendo que este aumento na sobrevida pode
estar relacionada com amenor quantidade
de leucdcitos no pulméo, assm levando a
um menor dano pulmonar, quando compa-
rados a trabal hos anteriores onde ndo hou-
ve C%tra(}a).l’g’lo'lsss

Conclusao

Os animais submetidos a castracéo poés-
natal, apresentaram umamaior tendéncia
a sobrevida e menor alteracéo pulmonar,
apos a indugdo da sepse por ligadura e
perfuracdo de ceco.
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ABSTRACT - Purpose: Analyse the effects of post-natal castration in the pulmonary response during inducible sepsisin rats.
Methods: Thirdy tree rats (Wistar) were separated in two groups: Control group (GC): five adults males ratsin order to analyse
the normal lungs; and Experimental group (GE): twenty eight rats submited to sepsis by ligature and perfuration of the cecum
(LPC) divided in tree sub-groups. Males (SgM) nine males rats submited to sepsis by LPC, Females (SgF) nine female rats
submited to sepsisby LPC, and Castration (SgC) ten malesrats castrated in the 4° day after birth, and submited by sepsisin adult
age using LPC. After LPC, al animals were observed until death. A fragment of the right lung in al animals was submited to
histol ogic and morphometric analysisto evaluated the number of polymorphonuclear and mononuclear cells. Results: 50% of the
rats in the SgC have a survive time of 24 hs, against 33% of the animals in the SgF and 0% in the SgM. The number of
polymorphonuclear cells and mononuclear cellsinthelung in SgC and GC, shows no statistic differences, but in animals of SgM
and SgF groups, we found an increase of these cells with significant statistic differences. Conclusion: Ratsin the SgC shows a
increase of survival time after LPC and the least alterations in the lung observed.
KEY WORDS - Castration. Lung. Abdominal Sepsis. Rats.
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