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RESUMO

A sepse consiste em uma sindrome complexa de origem infecciosa ocasionada pela
resposta inflamatoria sistémica de origem infecciosa, que pode determinar a disfuncéo
ou faléncia de um ou mais Orgdos, com progressdo ao 6bito. A sepse severa e 0
choque séptico estdo entre as principais causas de morbidade e mortalidade em
pacientes neutropénicos, imunossuprimidos ou pacientes hospitalizados. A resposta
inflamatoria sistémica tem sido reconhecida como fator proeminente na mortalidade
induzida pela sepse, sendo seu controle associado ao aumento da sobrevida dos
pacientes. Até o momento apesar dos grandes investimentos na &rea, o tratamento
tem eficdcia reduzida. Desta forma, a investigacdo de estratégias terapéuticas
complementares a antibioticoterapia € imperativa. Nesse contexto o presente trabalho
teve por objetivo investigar o efeito da N-acetilcisteina sobre a evolucdo da sepse
polimicrobiana. Para tanto, foi utilizado o modelo de CLP (ligacdo e perfuracdo do
ceco) para a inducdo de sepse polimicrobiana em camundongos Swiss (CEUA:
014/2016). Foram avaliados quatro grupos experimentais sendo eles: sepse letal
(100% de mortalidade), sepse subletal (60-80% de mortalidade) e os correspondentes
grupos tratados com 300mg/kg de NAC. Os animais foram avaliados quanto a taxa de
sobrevida, carga bacteriana no foco infeccioso e sistémico, migracdo de neutrofilos
para o foco infeccioso e pulmdes. Nossos resultados demonstram que a NAC foi capaz
de aumentar em 20% a sobrevida dos animais submetidos a sepse letal e em 40% dos
animais submetidos a sepse subletal. Na avaliacdo da infeccdo local e sistémica os
animais tratados com NAC demonstraram reducdo da carga bacteriana no foco
infeccioso, na corrente sanguinea e no pulmédo. A NAC também foi capaz de estimular
a migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal de camundongos submetidos a
CLP. Entretanto ndo foram observadas diferencas entre os grupos tratados e néo
tratados no que concerne a infiltracdo de neutréfilos no pulm&o. Nossos dados nos
permitem concluir que a NAC possuiu acdo benéfica na sepse de animais induzidos a
CLP, tanto na sepse letal como na sepse subletal. Podemos concluir ainda que
aumento da taxa de sobrevida dos animais submetidos a CLP parece estar associado
ao controle da infeccdo favorecido pelo adequado recrutamento de neutréfilos para o
foco infeccioso, além do controle dos efeitos sistémicos deletérios decorrentes da
disseminacédo das bactérias e de seus produtos para a circulacdo, como a presenca de
bactérias para orgéos distantes ao foco infeccioso.

Palavras chave: ligacéo e perfuracdo do ceco, inflamacao, migracao de neutrofilos.



ABSTRACT

Sepsis consists of a complex syndrome of infectious origin due to systemic
inflammatory response of infectious origin, which can lead to dysfunction or failure of
one or more organs, with progression to death. Severe sepsis and septic shock are
among the leading causes of morbidity and mortality in neutropenic,
immunosuppressed, or hospitalized patients. The systemic inflammatory response
has been recognized as a prominent factor in sepsis-induced mortality, and its
control is associated with an increase in patient survival. So far, despite large
investments in the area, the treatment has effectively reduced. In this way, an
investigation of therapeutic strategy complements the antibiotic therapy and
imperative. In this context, the objective of this study was to investigate the effect of
N-acetylcysteine on the evolution of polymicrobial sepsis. For this purpose, it was
used in the CLP model (cecum ligation and perforation) for an induction of
polymicrobial sepsis in Swiss mice (CEUA: 014/2016). (100% mortality), sublethal
sepsis (60-80% mortality) and the corresponding groups treated with 300mg / kg of
CAP. Asymmetric animals regarding survival rate, bacterial load in the infectious and
systemic focus, migration of neutrophils to the infectious focus and lungs. Our results
demonstrate that NAC is able to increase the survival of animals submitted to lethal
sepsis and in 40% of animals submitted to sublethal sepsis by 20%. In the evaluation
of the local and systemic infection of the NAC treated animals, they demonstrated a
reduction of the bacterial load in the infectious center, in the bloodstream and in the
lung. A NAC was also able to stimulate the migration of neutrophils into the
peritoneal cavity of mice undergoing CLP. However, this is not a neutrophil infiltration
in the lung. Our data allow us to conclude that NAC has a beneficial effect on the
sepsis of animals induced by CLP, both in lethal sepsis and sublethal sepsis. We can
also conclude that increasing the survival rate of the animals submitted to CLP
seems to be associated with the control of the infection favored by the appropriate
recruitment of neutrophils to the infectious focus, besides the control of the
deleterious systemic effects resulting from the dissemination of the bacteria and their
products to the circulation, as a presence of bacteria to organs distant from the
infectious focus.

Key words: cecum ligation and perforation, inflammation, neutrophil migration.



1. INTRODUCAO

A sepse pode ser definida como uma condi¢céo clinica na qual a sindrome de
resposta inflamatdria sistémica (SIRS) esta associada a infeccéo (VICENT, 2008; LEVY
et al., 2003).

O termo sepse foi utilizado na Grécia antiga para designar casos onde havia
putrefacdo e associacdo com doenca e morte. Atualmente, sepse pode ser definida
uma condicao clinica resultante de infeccdo bacteriana, fungica, viral ou parasitaria,
com 0 acesso desses microrganismos a corrente sanguinea (BONE, 1996). A presenca
desses agentes infecciosos nos tecidos ou sangue pode desencadear uma resposta
inflamatoria, que na, sepse nao esta circunscrita ao foco infeccioso, mas atinge o
organismo como um todo. A progressao da sepse resulta em comprometimento da
funcdo de multiplos 6rgdos, coagulacdo intravascular disseminada, sindrome da
angustia respiratoria aguda e morte (RIEDMANN et al., 2003).

O processo infeccioso na maioria das vezes sé causado principalmente por
bactérias gram-positivas (30-50%), bactérias gram-negativas (25-30%) e infeccbes
polimicrobianas (25%), além de fungos, virus e parasitas (2-5%) (MARTIN et al., 2003;
VINCENT et al., 2011).

A sepse grave e 0 choque séptico constituem sérios problemas de saude publica,
afeta milhdes de pessoas todos 0s anos e podem ser responsaveis pela morte de uma
em cada quatro pessoas atingidas (SCHORR & DELLINGER, 2014), estando entre as
principais causas de morbidade e mortalidade em individuos neutropénicos, pacientes
hospitalizados e em individuos imunossuprimidos. Afetam cerca de 700 mil pessoas
por ano (RIEDEMANN et al., 2003; PAES, 2004). A sepse grave também é a principal
causa de morte nos Estados Unidos (EUA) e a principal causa de morte entre
pacientes criticos, em unidades intensivas néo coronarianas (SCHORR & DELLINGER,
2014).

O organismo possui um mecanismo natural de protecdo antioxidante que sao
compostos por vitaminas, enzimas e sequestradores de oxigénio. Durante a sepse,
ocorre um aumento de substancias pro- oxidantes, aléem de uma reducéo dos estoques
antioxidantes corporais. Estudos realizados em modelos animais demonstraram que 0s

antioxidantes endégenos sado insuficientes para neutralizar a quantidade de radicais



livres produzidos e tdo pouco neutralizar o dano celular na sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (ANGSTWURM et al, 1999; REMICK , 2003).

Na sepse, fatores como o quadro clinico instavel do paciente, tempo de duracéo
da hospitalizacdo e internacdo prévia (TACCONELLI et al., 2007; CHEN, et al.,
2008a), a falta do planejamento quanto ao uso de antimicrobianos (GANDHI et al.,
2010; SALOMAO et al., 2011) associada a presenca de patégenos potencialmente
multirresistentes, (VOGELAERS et al., 2010; PRADIPTA et al., 2013), torna necessaria
a associacao dos antibiéticos com outras medidas terapéuticas, tais como terapia
nutricional, imunoterapia e uso de antioxidantes (PEREIRA JUNIOR et al.,, 1998;
GROENEVELD et al., 2001; WILSON, 2013). Desta forma, a busca por novas
alternativas, como o uso de antioxidantes associados ou ndo a antimicrobianos vem
sendo cada vez mais visadas por pesquisadores.

Nesse sentido, sabendo do potencial antioxidante do composto N-acetilcisteina
(NAC), e que a gravidade da sepse esta associada ao incremento do estresse oxidativo
causado por radicais livres, investigaremos o papel do NAC no aumento da sobrevida
de camundongos submetidos a sepse. A possibilidade de diminuir a mortalidade por
sepse e reduzir os gastos com internacdo em UTIs, justificam a necessidade de maior
investimento no estudo de terapias alternativas para o tratamento da patologia.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Sepse

A doenca pode ser definida como uma sindrome de resposta inflamatoria (SIRS),
motivada por um agente agressor, associada a infeccéo sistémica (BONE et al., 2009) .

A sepse é uma das doencas mais desafiadoras da medicina. Tém sido
dispendidos esfor¢os consideraveis para um melhor entendimento da inflamacéo
sistémica que caracteriza essa sindrome (ANGUS et al., 2001).

Qualguer pessoa com infeccdo pode desenvolver o quadro de sepse, mas alguns
fatores podem aumentar este risco. As populagdes mais vulneraveis sao os idosos e 0s
recém-nascidos, as pessoas com doencas crénicas, como diabetes ou cancer, aqueles
gue estdo imunocomprometidos, como apos o transplante de érgdos, esplenectomia,
pessoas com virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pessoas que recebem terapia
imunossupressora, como a quimioterapia, e pacientes desnutridos e debilitados
(ROBSON, 2005).

Em 1991, foi realizada a Conferéncia de Consenso de Sepse, que trouxe novas
definicbes e critérios para o seu diagndéstico. A Conferéncia Internacional de Defini¢ao
de Sepse realizada em 2001 ampliou as listas de sinais e sintomas, facilitando as
intervencdes na assisténcia com precisdo e rapidez no diagnéstico, norteando o
trabalho da equipe multidisciplinar (CARVALHO & TROTTA, 2003). ApoOs este
consenso, foram definidos alguns termos de acordo com Matos & Victorino (2012):

¢SIRS - resposta do organismo a um insulto variado (trauma, pancreatite, grande
queimado, infec¢do sistémica), com a presenca de pelo menos dois critérios descritos
no quadro 1.

e Sepse — quando a SIRS é decorrente de um processo infeccioso comprovado.

e Choque séptico — quando a hipotensao ou hipoperfuséo induzido pela sepse é
refrataria a ressuscitacdo volémica adequada e com subsequente necessidade de
administracdo de agentes vasopressores.

e Faléncia de multiplos 6rgdos — alteracdo na funcdo organica de forma que a

homeostasia ndo possa ser mantida sem intervencdo terapéutica. Geralmente séo



utilizados parametros de seis sistemas-chave: pulmonar, cardiovascular, renal,
hepético, neuroldgico e coagulagéo.

Diversos sinais e sintomas podem estar presentes, devendo ser lembrados em
funcdo da dificuldade diagndstica, sobretudo em pacientes graves cujas doencas séo
complexas e com frequéncia jA& estdo em uso de antimicrobianos (MATOS &
VICTORINO, 2012).

Quadro 1: Sepse — defini¢cdes e diagndstico.

Processo patoldgico causado pela invasao de
Infeccéo tecidos previamente estéreis por microrganismos

patogénicos.

Temperatura > 38°C ou < 36°C;

Frequéncia cardiaca > 90 bpm;

SIRS o o .
Frequéncia respiratoria > 20 irpm,;
Leucometria (leucdcitos > 12.000 ou < 4.000).
Sindrome clinica definida pela presenca de
Sepse

infeccdo e SIRS.

Sepse complicada com uma ou mais disfungcdes
Sepse Grave

organicas.

o Sepse associada a hipotensao refrataria a volume
Choque séptico
adequada.

Fonte: BOECHAT, 2010.

Como foi descrito, até 2012 a sepse havia sofrido duas atualizacbes, porém
recentemente em 2016, a Society of Critical Care Medicine (SCCM) e a European
Society of Critical Care Medicine (ESICM) promoveram uma nova Conferéncia de
Consenso e publicaram as novas definicbes de sepse, conhecidas como Sepsis 3 ou
Sepse 3, (SINGER et al., 2016).

O JAMA (The Journal of the American Medical Association), e a Sepsis Definitions
Task Force, publicaram artigos atualizando as definicbes de sepse e choque séptico e
dando evidéncias cientificas para a derivacao e validacdo dessas novas definicbes. Em

resumo, a definicdo ampla de sepse pela nova publicacao, é definida pela “presenca de



disfuncdo organica ameacadora a vida secundaria a resposta desregulada do
organismo a infecgdo”. O diagnodstico clinico de disfungdo orgénica se baseia na
variacdo de dois ou mais pontos no escore Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA), (SINGER et al., 2016), (Quadro 2).

O SOFA ou “quick SOFA” (qSOFA), essa ferramenta é valida para ser utilizada a
beira do leito para identificar rapidamente pacientes adultos com maior probabilidade
de ter desfechos clinicos desfavoraveis, se eles apresentarem infeccdo, funciona como
uma ferramenta de triagem que procura identificar pacientes graves, e que nao deve
ser utilizada para definicdo de sepse.

Essa nova atualizacdo da sepse foi necessaria para se obter um
melhor entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pelas disfuncdes
celulares e moleculares relacionadas a sepse e que contribuem para morbidade e
mortalidade associadas com essa sindrome (ABRAHAM, 2016).

Devido a essa atualizagdo, segundo Seymour et al (2016) a sepse pode ser
definida como disfuncdo orgéanica potencialmente fatal causada por uma resposta
imune desregulada a uma infeccdo e segundo Shankar-Hari, (2016) o choque séptico
consiste em sepse acompanhada por profundas anormalidades circulatérias e celulares
capazes aumentar a mortalidade substancialmente. A presenca dos critérios da SRIS
ndo é mais necessaria para a definicado da sepse. Uma das mensagens principais é a
de que todos os casos de sepse devem ser considerados como doenca grave, de
forma que a expressao “sepse grave” deve ser abolida (SINGER et al.,, 2016;
SEYMOUR et al., 2016; SHANKAR-HARI, 2016).



Quadro 2: Novas definicbes da Sepse 3.

SEPSE

SEPSE
GRAVE

CHOQUE
SEPTICO

DEFINICOES ANTIGAS

DEFINICOES NOVAS

SIRS: temperatura > 38 °C ou <
36°C; frequéncia cardiaca >
90bpm; frequéncia respiratéria > 20
mrm ou PaCO2 < 32 mmHg;

e leucocitos totais < 4,000 ou > 12,000,

ou > 10% de bastdes

+

Suspeita de Infeccao

Suspeita/comprovacgao
de Infeccéo
+
2 ou 3 no qSOFA
ou aumento de 2 ou
mais no SOFA

Sepse

+

PAS <90 ou PAM < 65
Lactato > 2.0 mmol/L
RNI>1.50u KTTP >60 s
Bilirrubina > 2.0 mg/dL
Débito Urinario < 0.5 ml/Kg/h por 2h
Creatinina > 2.0 mg/dL
Plaguetas < 100,000
Sa02 <90% em AA

Definicdo Excluida

Sepse

+

Hipotensdo mesmo com reanimacao

volémica adequada

Sepse
+
Necessidade de
vasopressores para
manter PAM > 65
Lactato > 2 mmol/L
apos reanimacao

volémica adequada

PaCO2: presséo parcial de CO2 (gas carbdnico) no sangue arterial ; PAS: presséo arterial

sistolica; PAM :presséo arterial média; RNI: relacdo normatizada internacional; KTTP:

tempo de tromboplastina parcial ativado; SaO2: saturacéo de oxigénio do sangue.




Fonte: http://www.ilas.org.br/

A sepse tem sido vista como um problema de saude mundial, afetando milhdes de
pessoas com indices elevados de morbidade e de mortalidade. Acredita-se que 30
milhdes de casos ocorram anualmente, com mortalidade de um a cada quatro pessoas,
e aumentando na incidéncia de um para cinco. Supera o indice de mortalidade de
doencas classicas, como acidente vascular isquémico, infarto agudo do miocérdio e
responsavel por mais Obitos do que cancer de intestino e de mama combinados. E
responsavel por 25% da ocupacao de leitos em UTI no pais e € a principal causa de
morte na UTI (DELLINGER et al., 2013). Segundo dados do Instituto Latino Americano
de Sepse (ILAS), em estudo realizado entre 2005 e 2013, foram verificados 14.643
pacientes no Brasil com sepse; destes, 55,2% com sepse grave e 44,8% com choque
séptico, cuja mortalidade foi de 34,8% e 64,5% respectivamente.

Os dados demonstraram que no Brasil a sepse severa atinge aproximadamente
27% dos pacientes de UTI, com uma taxa de mortalidade em torno de 40%. Este indice
sobe para perto de 53% quando diagnosticado o choque séptico. Além disso, o grupo
de pacientes que apresenta a SIRS, associada a infeccdo tem uma maior probabilidade
de morte (SILVA et al., 2014). Apesar dos grandes avancos na medicina intensiva, a
incidéncia de sepse vem aumentando nos ultimos anos, sendo considerada a principal
causa de morte em unidades de tratamento intensivo ndo coronarianas. Anualmente,
em todo o mundo, ocorrem cerca de 18 milhées de casos de sepse grave. (ANDRADE
et al., 2006).

A sepse pode é considerada dispendiosa para os sistemas de saude em todo o
mundo, tanto do ponto de vista econémico como social (CARVALHO & TROTTA,
2003). Estima-se que had um custo anual de 17 bilhdes de reais ao sistema hospitalar
decorrentes do tratamento da sepse e suas complicacfes. Destes, 10 bilhdes de reais
sdo gastos com pacientes que progridem para o Obito. Apesar desses altos
investimentos, trabalhos demonstram que parte desses pacientes morre por falta de
precocidade no diagnéstico da doenca e auséncia de sistematizacdo e tratamento
eficiente (COLLUCI, 2006).

Nos Estados Unidos, os gastos publicos chegam a atingir U$16,7 bilhdes
(SCHORR & DELLINGER, 2014). No Brasil, a sepse € a doenca geradora de maiores
custos aos setores publicos e privados. Em 2003 os gastos com pacientes de UTI
somaram 17,34 bilhdes de reais, o que representa cerca de 30 a 40% dos gastos
totais com saude no pais (ANDRADE et al., 2006).



Apesar do grande numero de estudos acerca da sepse, ainda ndo ha total
compreensao da doenca. Contudo, ndo se pode negar avangcos em relacdo ao
diagndéstico mais precoce, rastreamento microbiano mais eficaz que possibilita o rapido
inicio do tratamento, o uso otimizado das variaveis hemodinamicas e das técnicas de
terapia suporte (KOLLEF, 2006).

Tendo como estimulo a importancia deste tema, muitos esforcos tém sido
empregados para o0 desenvolvimento de terapias potenciais, para a melhor
compreensao da inflamacdo sistémica, da faléncia de multiplos orgados, para o

desenvolvimento de biomarcadores de resposta terapéutica e progndstica.

2.1.1 Fisiopatologia da Sepse

Na sepse, as alteracbes homeostaticas e disfun¢cdes mais proeminentes podem
ser consequéncias de uma resposta inflamatoéria exacerbada, devido a interacdo de um
complexo sistema de comunicacdo entre o agente infeccioso e células de defesa.
Notadamente, parte dos efeitos nocivos encontrados na sepse grave como a sindrome
da disfuncédo de mudltiplos 6rgéos, certamente pode ser originada da acéo inespecifica
dessas células e de seus mediadores em 6érgaos distantes do foco infeccioso,
comprometendo seu funcionamento (BELLINGAN, 2000).

Durante a sepse deve-se avaliar pelo menos trés processos distintos, porém
interligados e que acontecem quase concomitantemente, contribuindo para a evolugéo
da sepse. Séo eles: o foco infeccioso, como agente inicial ou causal; a participagcéo de
células de defesa envolvidas na resposta imune ou adaptativa do organismo e por fim,
as alteracbes hemodinamicas (MORENO, 2005). Durante um quadro infeccioso, o
organismo responde inicialmente de forma nao especifica, liberando mediadores
inflamatorios na tentativa de eliminar o agente agressor. O sistema imune inato
consiste na primeira linha de defesa do hospedeiro e esta envolvido na deteccdo de
diversos microrganismos invasores. Os receptores da resposta imune inata podem ser
ativados por componentes de parede celular das bactérias, como o lipopolissacarideo
(LPS), que € uma molécula que esta intimamente envolvida na fisiopatologia da sepse
(DAUPHINEE & KARSAN, 2006). Caso a resposta inata local ndo elimine o agente

infeccioso, pode ocorrer a proliferagdo e disseminacdo do agente patogénico com



liberacdo exacerbada de mediadores inflamatérios locais e sistémicos, atingindo 6érgaos
distais podendo culminar na faléncia de multiplos 6rgdos e morte (COHEN, 2002).

SIRS W SEPSE
C SEPSE GRAVE D
\ 4

CHOQUE SEPTICO

4

DISFUNCAO DE MULTIPLOS ORGAOS

Figura 1: Principal mecanismo da disfuncdo organica. (BONE et al., 1992).

Na sepse ocorrem fenbmenos inflamatorios, que incluem ativacdo de citocinas,
producdo de oxido nitrico, radicais livres de oxigénio e expressdo de moléculas de
adesdo no endotélio. Pode haver também alterac6es importantes dos processos de
coagulacdo e fibrindlise. Deve-se entender que todas essas acdes tém o intuito
fisiol6gico de combater a agressao infecciosa e restringir o agente ao local onde ele se
encontra. Ao mesmo tempo, O organismo contra regula essa resposta com
desencadeamento de resposta anti-inflamatoria. O equilibrio entre essas duas
respostas é fundamental para que o paciente se recupere (SOGAYAR et al., 2008). O
desequilibrio entre essas duas forgas, inflamatoria e anti-inflamatoria, pode ser o
responsavel pela geracdo de fendmenos que culminam em disfun¢cdes orgéanicas
(COHEN, 2002).

Basicamente, podem ocorrer alteragbes celulares e circulatorias, tanto na
circulacdo sistémica como na microcirculacdo. Entre as alteragcdes circulatorias, 0s

pontos mais marcantes sao a vasodilatacdo e o aumento de permeabilidade capilar,
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ambos contribuindo para a hipovolémica relativa e hipotenséo. Do ponto de vista da
microcirculagdo, pode ocorrer heterogeneidade de fluxo com redugédo de densidade
capilar, trombose na microcirculacédo e alteracdes reoldgicas das células sanguineas.
Todos esses fendmenos contribuem para a reducdo da oferta tecidual de oxigénio e,
por consequéncia, para o desequilibrio entre oferta e consumo de oxigénio, com
aumento de metabolismo anaerdbio e hiperlactatemia. Além disso, fazem parte dos
mecanismos geradores de disfuncdo os fendmenos celulares de apoptose e hipoxemia
citopatica, quando ha dificuldade na utilizacdo de oxigénio pelas mitocéndrias.

O quadro de sinais e sintomas de sepse sugerida pela Sepsis Definition
Conference em 2003 (LEVRY et al.,, 2003) pode ser guia util ao diagndstico, de tal
forma que quando presentes sem outra explicacdo possivel o diagndstico de sepse
deve ser considerado (Quadro 3). Deve ser ressaltada a necessidade de diagndstico
precoce de maneira que as intervencgdes de alto impacto na morbimortalidade da sepse
possam ser instituidas no tempo adequado. Sabe-se que as seis primeiras horas apos
o diagndstico constituem-se a janela de oportunidade do tratamento da sepse (RIVERS
et al., 2005) e a terapia de otimizacdo precoce de variaveis fisioldgicas, quando
aplicada nesta fase, é capaz de reduzir a mortalidade da sepse grave e choque séptico
em cerca de 16% (RIVERS et al., 2001; RIVERS et al., 2008).

Os achados clinicos da sepse sao inespecificos e podem estar relacionados, na
maioria dos casos, ao sitio primario da infeccdo (SANTOS, 2003). Pacientes sépticos
pode apresentar sinais como: febre acompanhada de calafrios, frequentemente de
inicio abrupto; hiperventilacdo com alcalose respiratoria € mudancgas no estado mental,
dor; cefaleia; nausea; diarreia; letargia; prostracdo (ou por hipotensdo com
vasodilatacao periférica e rubor ou vasoconstricdo periférica e palidez); anorexia;
mialgia; taquicardia; taquipnéia; oliguria e irritabilidade (CHAMBERS, 1995; SANTOS,
2003).



Quadro 3: Sinais e sintomas da sepse.

Febre ou hipotermia, taquipneia—

Sinais e sintomas gerais alcalose respiratoria, taquipneia—
acidose respiratoria, balanco de
fluidos positivo - edema.

Leucocitose ou leucopenia

Reacéo inflamatdria /
hematoldgica

marcadores inflamatérios (PCR, Pré-

calcitonina, IL-6).

Alteragdes hemodinamicas

Hipotenséo;
Taquicardia inexplicada;
Aumento do débito cardiaco;
Baixa resisténcia vascular
sistémica;

Saturacdo venosa central baixa ou
muito alta livedo reticular / palidez;
do  débito

Hiperlactiacidemia

urindrio
do

Reducao
[Aumento

déficit de base.

Sinais de disfun¢des organicas

Hipoxemia (leséo pulmonar aguda);

Estado mental alterado;

Alteracdes inexplicadas da funcéo
renal,

Hiperglicemia Trombocitopenia/
CIVD;

Alteracdes inexplicadas da funcéo
hepatica Intolerancia a alimentacao

(transito intestinal reduzido).

PCR = Proteina C-reativa; CIVD = coagulac¢ao intravascular disseminada.

Fonte: LEVRY et al., 2003.

11



12

As manifestacdes clinicas como febre, leucocitose, taquicardia e taquipnéia
muitas vezes podem nao ser observados nos pacientes. A hipertermia pode se
manifestar em outros tipos de choque, mas pode ficar ausente no choque séptico
(cerca de 15 a 20% dos pacientes apresentam-se com hipotermia, que esta associado
a um pior prognostico). A leucocitose é outro tipo de marcador inespecifico
frequentemente presente em outros tipos de choque, assim como a taquipnéia. Porém,
0 padrao hemodinamico e hiperdinamico manifestado por um débito cardiaco elevado e
uma resisténcia vascular sistémica reduzida, por mais que ocorra em situacdes nao
infecciosas, € de suma importancia para a redobrada atencao no diagnostico de sepse
e choque séptico (LEVRY et al., 2003).

Portanto, o profissional de salude deve ficar atento as manifestacdes clinicas
observadas por consequéncia de uma resposta inflamatdria sistémica, dentre estas
podemos citar: as alteracdbes do sistema nervoso central, cardiovascular,
hemodinamicas, disfun¢cdes metabdlicas, cascata de coagulacdo, colapso circulatorio,
disfuncdo orgéanica, lesdo pulmonar aguda, insuficiéncia renal, disfuncdo hepatica,
disfuncéo imune e manifestacdes cutaneas (SILVA &VELASCO, 2007).

2.1.2 Resposta do organismo frente a infeccéo

A inflamacdo consiste em uma resposta normal do hospedeiro contra qualquer
agente infeccioso. Sepse e SIRS podem ser caracterizadas pela produgdo excessiva
de mediadores inflamatérios e pela excessiva ativacdo de células inflamatorias,
resultando numa anarquia metabdlica, na qual “o proprio organismo n&o consegue
controlar o que ele proprio criou” (BONE, 1992). A hiperativacdo da resposta
inflamatoria pode ser a caracteristica mais notavel no quadro de sepse, que pode ser
iniciada por bactérias e/ou seu produto principal o LPS (RUSSEL, 2006). Por tanto,
tanto bactérias inteiras ou LPS, estdo intimamente ligados a exacerbacdo da resposta
inflamatoria (BOOMER et al., 2011).

A principal consequéncia desta resposta inflamatoria concerne no
comprometimento de muitos o0rgaos e o quadro de choque com evolucdo para a
sindrome da insuficiéncia de multiplos érgéos, o que resulta em alta mortalidade. Com
o intuito de se ter efeito esperado e benéfico, a terapia farmacoldgica tanto na sepse

como na SIRS deve mimetizar e compensar a defesa natural do organismo, com o
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objetivo de bloquear a resposta inflamatéria mais precocemente possivel (BONE, 1991;
PARRILO, 1993; REA NETO, 1996).

A infeccdo pode ser apontada como a causa primaria do quadro de sepse, ela
pode ser iniciada em qualquer parte do corpo, especialmente no trato urinario,
abddémen, fluxo sanguineo ou pulmdes (WIDMEIER & WESLEY 2014; MERRELL,
1995; HUGONNET et al., 2004; BEWICK et al., 2008). A Invasdo microbiana ativa o
sistema imunolégico do hospedeiro, 0 que consequentemente desencadeia a resposta
imune inata mediada por células de defesa. . Estas células imunolégicas inibem as
invasbes e multiplicacdo de micrébios por fagocitose, posteriormente os matando
(TODAR, 2008). Quando a infeccéo ou bacteremia ocorre, a primeira linha de defesa
do hospedeiro é realizada por células fagocitarias (macrofagos, mondcitos e
granulécitos polimorfonucleares) e também pela via alternativa do complemento, que
neste momento age de maneira ndo especifica. Apds isso, as imunoglobulinas e as
células imunocompetentes desencadeiam uma resposta imune especifica (BONE,
1991; REA NETO, 1996). Desta forma, os componentes da parede bacteriana podem
ser 0s principais ativadores desta resposta no hospedeiro: as endotoxinas dos
microrganismos Gram-negativos (principalmente o lipidio A) e o &cido teicdico dos
microrganismos Gram-positivos. Estes componentes por sua vez podem desencadear
uma cascata inflamatoria, sendo, inicialmente, liberados o TNF- a e a IL-1, que
estimulam uma intensa resposta celular, com liberacdo de mediadores secundarios,
guimiotaxia e ativacdo de granulécitos (THIJS et al., 1995), (Figura 2).

Uma das alteracbes que pode ser mais importantes na SIRS, sepse e no choque
séptico é a adesdo de leucocitos nas células endoteliais. Esta interagéo € regulada por
cargas elétricas e pela presenca de receptores especificos da membrana das células
envolvidas. A adesao leucocitaria é estimulada pela acdo das citoquinas inflamatorias,
especialmente IL-1 e TNF-a (POBER et al., 1986).
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INFECGCAQ
(Bactéria, virus, fungos, etc.)

¥

MOLECULAS DESENCADEANTES
(Endotoxinas, exotoxinas, acido teicdico,

¥

MEDIADORE S PRIMARIOS
(TMF. IL-1, Cha. etc.)

¥

ATIVACAO DA RE SPOSTA IMUNE
CELULAR E HUMORAL

¥

MEDIADORE S SECUNDARIOS
(Citocinas, fatores do complemento,
prostandides, PAF, espécies ativas de oxigénio,

2
CHOQUE

¥

SINDROME DE DISFUNCAO DE MULTIPLOS
ORGAOS

Figura 2: Principais passos na patogénese da sepse, levando ao choque séptico e a
sindrome da disfung&o de mdltiplos érgéos. (PEREIRA JUNIOR et al., 1998).

2.1.3 Mediadores Inflamatorios na sepse

A medida que reconhecem produtos bacterianos, como as endotoxinas, as células
do sistema imune inato como macréfagos e neutrofilos podem liberar varios
mediadores inflamatorios, dentre eles as, as citocinas. Elas podem atuar como efetoras
ou moduladoras da resposta inflamatodria, as quais por sua vez podem ser encontradas
exercendo um papel crucial no desenvolvimento da sepse. Apesar das citocinas serem
importantes para as fun¢cdes homeostaticas, a sua produgdo e liberacdo excessiva
pode levar ao dano tecidual e consequentemente, a disfungéo organica (DAUPHINEE
& KARSAN, 2006).

O desenvolvimento da sepse pode ser dependente das relacbes estabelecidas

entre 0 microrganismo e o0 hospedeiro. As proteinas e endotoxinas das bactérias
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podem ser transferidas aos receptores existentes na superficie de mondcitos,
macréfagos, células dendriticas e neutréfilos. ApOds esta fase de reconhecimento,
sucedem-se varios eventos de ativacao celular e producéo de citocinas, cujo resultado
€ a SIRS. Ocorre, neste contexto, a producédo e secrecdo de inUmeras citocinas pro-
inflamatoérias, tais como IL-1, IL- 2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a e TNF-B, eventos
considerados cruciais no desenvolvimento de sepse (AZIZ et al., 2013).

Os macréfagos, mondcitos ativados podem produzir, sequencialmente, TNF-«, IL-
1, IL-6 e IL-8 (FONG et al.,1990; LOWRY, 1993). Estas citocinas podem agir em outras
células ou elementos sanguineos (polimorfonucleares, células endoteliais, fibroblastos,
plaguetas e nos proprios mondcitos) através da ligacdo a seus receptores de
superficie, induzindo a producédo e liberacdo de mediadores, contribuindo para uma
resposta inflamatoria tardia (BONE, 1991; PARRILO, 1993; THIJS et al., 1995). Apds a
liberacdo de TNF-a, IL-1 e PAF, o acido araquidbnico (acido graxo abundante na
maioria das membranas celulares) é metabolizado, formando os leucotrienos,
tromboxano A2 e prostaglandinas (especialmente a PGE2 e PGI2). A IL-1 e IL-6 ativam
as células T a produzir IFN-y, IL-2 e IL-4, quase todos estes agentes agem diretamente
no endotélio vascular (BONE, 1991; MOLDAWER, 1994). Neste termo, deve ser feita
uma distincdo entre os efeitos locais das citocinas e as consequéncias de seus altos
niveis na circulacédo sistémica, seus efeitos locais envolvem o recrutamento de células
fagocitarias que se mostra essencial para a eliminacdo dos microrganismos, enquanto
que os efeitos sistémicos geram danos ao hospedeiro. (FONG et al.,1990; BONE,
1991; LOWY, 1993).

Como foram mencionadas, as citocinas podem ser reguladoras da resposta imune
frente a infeccdo e desempenham um papel fundamental na regulagédo da inflamacéao e
do trauma. Atualmente existem dois tipos de citocinas, as citocinas pré-inflamatérias
que atuam na estimulacdo da inflamacgéo sistematica, e as citocinas anti-inflamatérias
gue podem inibir a inflamac&o e melhoram a cicatrizagdo. (CHAUDHRY et al., 2013).

As principais citocinas pro-inflamatérias que se encontram na regulagcdo das
respostas inflamatoérias incluem a IL-1q, IL-1B, IL-6 e 0 TNF-a. Outros mediadores pro-
inflamatorios incluem membros da familia I1L-20, fator inibidor da leucemia (LIF), IFN-y,
oncostatina M (OSM), fator neurotrofico ciliar (CNTF), fator de crescimento
transformante, fator de estimulacdo de colbénias de macrofagos, IL-8, IL-11, IL-12, IL-
17, IL-18, IL-33 e uma variedade de outras quimiocinas que atraem celulas

inflamatorias. As citocinas pro-inflamatdrias atuam como pirogenos endogenos (IL-1,
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IL-6, TNF-a), regulam a sintese de mediadores secundarios e outras citocinas proé-
inflamatdrias por macréfagos e células mesenquimais, tais como fibroblastos, células
epiteliais e células endoteliais, e estimulam a producéo de proteinas de fase aguda, ou
atraem células inflamatorias (AZIZ et al., 2013).

Ja as citocinas anti-inflamatorias apresentam-se como um grupo de moléculas
imunorreguladoras que podem estar envolvidas na prevengdo de efeitos
potencialmente nocivos de reacdes inflamatorias persistentes ou em excesso. As
principais citocinas anti-inflamatérias incluem o antagonista do receptor de IL-1 (IL-
1Ra), IL-4, IL-6, IL-10, IL-11 e IL-13 (OPAL & DEPALO, 2000).

A regulacdo deste equilibrio pr6 e anti-inflamatdrio pode ser complexa. Destaca-
se a atuacdo dos mondcitos e macréfagos como ativadores da resposta imune
adaptativa, pois ao fagocitarem as células necroticas ou bactérias, os macréfagos
induzem os linfocitos na liberagdo de substancias pro-inflamatérias, como INF-a, INF-
e IL-2. Assim ao fagocitarem células apoptéticas na producdo de IL-4 e IL-10, as
mesmas desaceleram a resposta pro-inflamatoria (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

Apbés a recuperacdo da sepse, estudos clinicos tém demonstrado que os
pacientes podem desenvolver um quadro de imunossupressdo, o qual tem como
principal manifestacéo clinica o0 aumento da suscetibilidade as infeccfes oportunistas
(BENJAMIM et al., 2004; BARICHELLO et al., 2007; WANG & DENG, 2008). Do
mesmo modo a imunossupressao tardia do hospedeiro pode ser responsavel pela
morte em pacientes com sepse (BOOMER et al., 2011; CHAUDHRY et al., 2013 ). Em
um estudo recente Alves-Filho et al (2017), demostraram que a IL-33 pode contribuir
com a imunossupressdo por longo prazo, uma vez que ela pode favorecer com o
aumento da expansao da populacdo de células T regulatérias.

Mediante a isso se tornou claro que a sepse pode ser tipicamente caracterizada
por uma intensa resposta inflamatéria inicial ou uma tempestade de liberacdo de
citocinas, estas citocinas desencadeiam uma resposta inflamatéria benéfica, tal como
aumento da coagulacdo local e danos teciduais restritos, porém a producao
exacerbada destas citocinas pré-inflamatérias pode ser muito perigosa na medida em
que as citocinas excessivas destroem a regulagdo normal da resposta imune e
induzem disturbios inflamatorios patolégicos, como fuga capilar, lesdo tecidual e
faléncia letal de 6rgaos (BOOMER et al., 2011).
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2.1.4 Imunopatologia da sepse

O desenvolvimento de sepse apds lesdo organica ou infeccdo pode ser
determinado ndo so pelo agente agressor, viruléncia do patégeno, mas, sobretudo, por
caracteres genéticos de cada individuo (NAMATH & PATTERSON, 2009).

O somatorio destes fatores combinados pode desencadear uma série de eventos
imunologicos, metabolicos e hemodinamicos que culmina com o estado que tem sido
denominado de sepse. A quebra de barreiras anatébmicas, lesdo organica ou a simples
reducdo da competéncia imunolégica de um individuo possibilitam a invasao
microbiana de tecidos. Cada microrganismo pode possuir um carater molecular préprio,
como os lipopolissacarideos de membrana das bactérias gram-negativas, aclUcares da
parede celular de fungos, etc., esse carater € denominado de Padrdao Molecular
Associado ao Patégeno (PAMPS) (CINEL & OPAL, 2009). Uma vez que invadem e
multiplicam-se nos tecidos, esses patdégenos podem ser identificados por elementos do
sistema imune inato através destes padrbes moleculares, as células do sistema imune
inato como macréfagos, neutréfilos, linfécitos T: yd, reconhecem elementos
moleculares através de receptores que reconhecem padrdes moleculares chamados de
Toll-Like receptors ou TLRS (SALOMAO et al., 2008). Com os macrdfagos e células
dendriticas uma vez ativadas, eles produzem grandes quantidades de citocinas (TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-2) que sdo capazes de promover inflamacéo tecidual. Na sepse
grandes quantidades de TNF-a levam a sintomas sistémicos, aumento do metabolismo,
hipotensao arterial e trombofilia. Além disso, a explosdo respiratéria (respiratory brust),
no interior de macréfagos e neutrofilos ativados, é responsavel pela liberacdo de éxido
nitrico, cujo efeito vasodilatador e hipotensor ira contribuir para o choque séptico
(NGUYEN et al., 2004; ARNOLD et al., 2008).

A leséo celular e tecidual pode acometer a liberacdo de moléculas endogenas,
conhecidas como Danger Associated Molecular Patterns (DAMPS) que sdo capazes de
ativar a resposta imune, de forma independente dos patdégenos e exercem papel de
relevancia na sepse. Entre estas podem se destacadas heat shock proteins (proteinas
de choque térmico), a proteina HGMB1, heparan sulfato, fibrinogénio, entre outras. A
interacdo do sistema imune com as DAMPs pode constituir a base molecular da SIRS
(CINEL & OPAL, 2009). Em conjunto, pode haver uma sequéncia de eventos
genéticos, bioquimicos e clinicos: havera febre, adinamia, bem como sintomas gerais

de inflamacao/infeccdo (por acdo das citocinas sobre o hipotalamo), elevacdo da
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proteina C-reativa e complemento (por acdo de citocinas sobre o figado), ativagcéo
endotelial com disfungdo microcirculatoria, aumento da permeabilidade vascular,
ativacdo da cascata das cininas, microtrombose e reducdo da resisténcia vascular
sistémica (NGUYEN et al., 2004; ARNOLD et al., 2008).

A sepse estd associada com uma forte ativacdo do sistema imune inato que é
mediada pela ativacdo de PRRs (Receptores de Reconhecimento de Padrbes) por
PAMPs e DAMPs. Os PRRs interagem com diversos PAMPs e DAMPs e esta
diversidade provavelmente pode explicar a semelhanca entre as reacdes inflamatoérias
induzidas por diferentes patdégenos e os causados por diferentes tipos de lesdes,
infecciosas ou nao infecciosas (CHAN, 2012; DEUTSCHMAN & TRACEY, 2014).

Um individuo com sepse pode perder cerca de 10% do peso corporal em poucas
semanas de doenca. A reducdo do retorno venoso, hipotensédo e reducdo do débito
cardiaco, além da trombose microvascular associados produzem menor oferta de
oxigénio aos tecidos e anaerobiose, com aumento progressivo da lactacidemia. A
elevacdo do lactato sérico pode ser indicio de baixa perfuséo tecidual e este associada
a alta mortalidade na sepse. O lactato sérico, portanto, pode ser usado como marcador
de gravidade bem como no manejo clinico da sepse, dado que medidas terapéuticas
instituidas para promover a depuracdo de lactato sérico precocemente, estdo
associadas a melhor prognostico do paciente séptico (NGUYEN et al., 2004; ARNOLD
et al., 2008).

Uma alteracdo do controle genético na cadeia oxidativa mitocondrial estabelece
reducdo do aproveitamento de oxigénio ofertado aos tecidos, e esse fendmeno é
conhecido como hipdxia citopética (FINK, 2001).

Desta forma a reducdo oferta de oxigénio aos tecidos pode ser um fator
fortemente associado as disfuncdes organicas da sepse e, quando otimizada
precocemente, ha significativa reducdo da morbimortalidade da sepse grave e choque
séptico (NGUYEN et al., 2004; ARNOLD et al., 2008).

2.2 Estresse oxidativo na sepse

O organismo pode possuir um complexo sistema de protecao antioxidante, como

mecanismo de defesa contra os radicais livres, que podem ser formados

constantemente no metabolismo celular normal e em varios eventos patologicos e,
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quando em excesso, podem ocasionar a oxidacdo de moléculas bioldgicas. O
desequilibrio entre o desafio oxidativo e a capacidade de defesa antioxidante do
organismo pode ser denominado de estresse oxidativo, um dos responsaveis pela
sindrome da resposta inflamatoria sistémica capaz de causar danos a orgaos distantes
(MACHADO et al., 2009).

A oxidacdo pode ser considerada uma parte fundamental da vida aerébica e do
metabolismo celular, produzindo radicais livres de forma natural ou por uma disfuncéo
bioldgica, segundo Halliwell & Gutteridge (1999), o estresse oxidativo € um fenédmeno
que ocorre quando ha um aumento liquido dos niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs), gerado por um desequilibrio entre a producdo destas espécies e as defesas
antioxidantes do organismo.

O estresse oxidativo pode ser um dos varios e mais importantes mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da sepse. A geracdo macica de espécies reativas de
oxigénio durante a sepse compromete as fungées bem como a sobrevivéncia da célula,
especificamente agindo sobre a mitocéndria e alterando a fosforilagdo oxidativa por
meio da inibicdo dos complexos enzimaticos, gerando mais EROs e tendo como
desfecho final a diminuicdo da producg&o energética mitocondrial que por fim culmina
com morte celular (BROWN & COOPER, 1994; BOLANOS et al., 1996; CLEMENTI et
al., 1998; SIAMI et al., 2008). Os possiveis efeitos das EROs sobre as células incluem
o dano oxidativo a proteinas, carboidratos, lipidios e ao DNA (HALLIWELL, 1994;
THOMAS, 2003; JONES & KUBOW, 2003).

Os radicais livres podem ser considerados como moléculas altamente reativas e
que possuem elétrons ndo pareados em sua estrutura (ARSALANI-ZADEH et al., 2009;
CAROCHO & FERREIRA, 2013). Eles podem ser continuamente produzidos no
organismo pelas mitocéndrias, leucocitos e a xantina oxidase (ARSALANI-ZADEH et
al., 2009). Estas moléculas podem ser derivadas do oxigénio (&nion superoxido,
hidroxil, peroxil, hidroperoxil, peroxido de hidrogénio e o &acido hipocloroso), do
nitrogénio (6xido nitrico, diéxido de nitrogénio, peroxinitrito, Oxido nitroso e
peroxinitrato) (EDEAS, 2011), ou do enxofre (dissulfureto, mondxido e diéxido de
dissulfureto, acidos sulfénico e sulfinico) (CAROCHO & FERREIRA, 2013). Via de
regra os radicais livres tém a meia-vida muito curta e reagem de forma rapida e
inespecifica com diversos alvos e compostos celulares (SIES, 1991), sendo as
espécies derivadas do oxigénio consideradas as mais importantes do ponto de vista
bioldgico (VALKO et al., 2007).
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Os principais alvos dos radicais livres podem ser as estruturas celulares, os
acidos nucléicos, as proteinas e os lipideos (VALKO et al., 2007). As proteinas podem
ser modificadas por oxidacdo de aminoacido especifico, oxidacdo de peptideos
mediada por radicais livres e pela formacéo de ligacdes cruzadas de proteina devido a
reacdo com produtos de peroxidacgédo lipidica. Ja o dano causado aos acidos nucléicos
€ quimico e estrutural. No caso dos acUcares, ha formacédo de radicais que numa
reacdo em cadeia resultante pode levar a formacdo de moléculas mutagénicas
(CAROCHO & FERREIRA, 2013). O principal produto resultante da peroxidacéo
lipidica é o malondialdeido (VALKO et al, 2007), referida substancia reativa do &acido
tiobarbitdrico (VAJDOVICH, 2008), considerado molécula mutagénica para células
bacterianas e de mamiferos, e cancerigena para células de ratos, (VALKO et al., 2007).

O estresse oxidativo tem sido implicado na doenca humana por um corpo
crescente de evidéncias cientificas (BJELAKOVIC et al., 2007). No entanto, as células
apresentam multiplos mecanismos de protecdo contra o estresse oxidativo e obtém
sucesso na prevencdo de danos celulares, na medida da efetividade destes
mecanismos. Contudo, o estresse oxidativo ocorre quando as defesas antioxidantes
nao sao completamente eficientes para combater a formagédo de EROs (CARVALHO et
al., 2003).

Durante a sepse, ocorre uma explosdo de radicais livres levando a um estresse
oxidativo intenso, e além do aumento de substancias pro-oxidantes, ocorre uma
reducdo dos estoques antioxidantes corporais. Segundo alguns estudos realizados em
modelos animais, os antioxidantes enddgenos como a vitamina C e E, B-caroteno,
catalase, e superédxido dismutase, sdo insuficientes para neutralizar a quantidade de
radicais livres produzidos e tdo pouco neutralizar o dano celular na sindrome da
resposta inflamatdria sistémica, (CARVALHO et al., 2003).

A consequéncia do estresse oxidativo durante a sepse é o imediato dano celular
que culmina com a faléncia multipla de 6rgdos (TAYLOR & PIANTADOSI, 1995),
podendo levar a morte celular (MEYDANI et al., 1995). O estresse oxidativo também é
capaz de induzir & oxidacdo lipidica e, na presenca de oxigénio, ocasionar a
peroxidacao lipidica de membranas celulares (OZATA et al., 2002; JONES & KUBOW,
2003). Na sepse, a capacidade celular anti-estresse oxidativo esta reduzida (COWLEY,
1996). As causas das manifestacdes clinicas mais importantes da sepse aléem da

invasdo de patdgenos, é a hipotensdo e faléncia de érgdos que resultam de uma



21

desregulacédo de mediadores inflamatorios e producéo excessiva de EROs proveniente
do hospedeiro (CROWTHER & MARSHALL, 2001).

Na terapia inicial da sepse sao utilizados antimicrobianos de amplo espectro de
acao, que infelizmente ndo séo suficientes para o controle da infeccdo e da resposta
imune no paciente, para isso Sd0 necessarias associacdes com outras medidas
terapéuticas, por isso tornam-se viaveis estudos sobre o uso combinado de
antimicrobianos com antioxidantes para obter um maior sucesso na terapia da doenca
(PEREIRA JUNIOR et al., 1998; CARVALHO et al., 2003).

2.3 Antioxidantes na sepse

Em pacientes com sepse, as primeiras horas sao de valiosa importancia para a
evolucdo da sepse. Terapias de suporte como corticosteroides, terapia nutricional,
imunomoduladores e antioxidantes na UTI sdo essenciais para trazer beneficios
necessarios na mudanca do desfecho da sepse (PEREIRA JUNIOR et al. 1998;
MENDES, 2011).

Antioxidantes sdo substancias que, quando presentes em baixas concentracdes
comparadas com o0 agente oxidante, de modo significativo, reduzem ou previnem a
oxidacdo do substrato (molécula). Diferentes antioxidantes sdo necessarios para
protecdo contra o estresse oxidativo (BLOKHINA et al., 2003).

Para minimizar o efeito deletério das EROs existe um complexo sistema de
defesa antioxidante, o qual intercepta estes radicais para formar menos compostos
reativos (OZATA et al, 2002).

Os antioxidantes ainda podem ser definidos como qualquer substancia que,
qguando presente em baixas concentracdes, comparadas com aquelas dos substratos
oxidaveis, retarda ou inibe significativamente a oxidacdo desses substratos
(HALLIWELL, 1995).

Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres
podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou ndo enzimaticos (Quadro 4),
(SIES, 1993).



22

Quadro 4: Principais agentes de defesa antioxidante.

N&o enzimatico L-cisteina
a-tocoferol (vitamina E) Curcumina
B-caroteno Enzimético
Acido ascorbico (vitamina C) Superéxido dismutase
Flavonoides Catalase
Proteinas do plasma NADPH-quinona oxidoredutase
Selénio Glutationa peroxidase
Glutationa Enzimas de reparo
Clorofilina

Fonte: Adaptado de SIES, 1993.

Ja existem algumas tentativas de utilizar antioxidantes como adjuvante no
tratamento da sepse ou desordens inflamatorias sistémicas (ANGSTWURM et al.,
1999; REMICK et al., 2003). Vulcano et al, (2000) demonstraram que 0 uso de
quelantes de ferro pode diminuir a mortalidade induzida em modelo de sepse por
endotoxina. Em outros estudos, Hamburger e McCay em 1989 j4 demonstraram que o
uso de nitronas reduz a mortalidade induzida por endotoxinas em ratos. Em modelos
animais de choque séptico o uso de miméticos de SOD (enzima superéxido dismutase)
reduz a resposta inflamatoéria (por reduzir a ativacdo de NF-kB e a expressdo das
citoquinas e moléculas de adesdo associadas), diminuem a ativacdo da PARs
(protease-activated receptors), e o dano celular. Além disso, eles também reduzem a
hiporreatividade vascular por reduzir a inativacdo das catecolaminas pelo superéxido,
reduzindo a mortalidade em modelos animais relevantes de choque séptico
(SALVEMINI et al., 1999; MASINI et al., 2003).

2.4 N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) é um composto de tiol (contendo sulfidril) com um
potente efeito antioxidante e como fonte de grupos sulfidril nas células, é formado pela
seguinte formula quimica CsHg N O3 S (figura 3) possui peso molecular 163,2 g.mol™ e
é amplamente usado na clinica médica (ZIMENT, 1998). A NAC age como um
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antioxidante diretamente, através dos seus radicais de thiol, e indiretamente, pela
reposicdo de estoques celulares diminuidos de glutationa. (SAPATEN, 2004). Desta
forma podemos dizer que a NAC age diretamente no combate aos radicais livres
mediante interacdo com o radical hidroxila e peroxido de hidrogénio (KELLY, 1998), e
indiretamente mediante a inducdo da sintese de glutationa, cuja principal funcéo é a
remogdo de radicais livres e defesa contra o estresse oxidativo (KELLY, 1998;
FISHBANE et al., 2004).

ZT1

HO

HS

Figura 3: Estrutura molecular da N-acetilcisteina. (TEPEL, 2003).

Segundo De Flora et al, (1991), a NAC tem sido utilizada terapeuticamente devido
a sua propriedade de ser um precursor da glutationa, deste modo, possui, portanto, um
papel-chave na homeostase celular, visto que a deplecdo de glutationa pode causar
morte celular devido a peroxidacdo lipidica e declinio nos niveis de tiol-proteinas
(REED et al., 1984). NAC também pode atuar diretamente reduzindo os niveis de ROS
in vivo e in vitro (ARUOMA et al., 1989).

A NAC consiste em um metabdlito facilmente transportado para o interior das
células, onde aumenta a concentragdo de tidis, primeiramente de glutationa reduzida
(GSH) através da sua desacetilagdo com consequente liberacédo de cisteina, segundo
Pinho et al, (2005), a NAC ¢ doadora de grupos tidis que atua como um precursor da
cisteina intracelular, aumentando a produgdo de GSH, quando a demanda de GSH
esta aumentada, como durante excessivo estresse oxidativo ou durante certos
processos patologicos (CETINKAYA et al., 2005). O fato de liberar cisteina indica que
seu mecanismo antioxidante esta fortemente associado a sua propriedade de remover

espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. A NAC fornece o grupamento - SH
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estimulando o sistema glutationa e suas enzimas, principalmente a glutationa sintetase
para sintese da glutationa reduzida (GSH) tanto in vitro quanto in vivo (TUMUR, 2010).
Corroborando com essa afirmacéo, segundo De Vries & De Flora (1993), a maioria dos
efeitos benéficos da NAC é sugerida como sendo um resultado de sua habilidade tanto
de reduzir cistina extracelular em cisteina ou ser uma fonte de grupos tigis.

A NAC pode atuar no metabolismo mitocondrial influenciando a fosforilagéo
oxidativa (MIQUEL et al., 1995). Ela também pode atuar na fosforilagdo oxidativa
através de dois mecanismos: protegendo proteinas da fosforilacdo oxidativa contra o
dano oxidativo através da manutencdo dos grupos SH que sdo essenciais para a
atividade enzimética e evitando a peroxidacéo lipidica das membranas mitocondriais, o
gue poderia diminuir a atividade dos complexos (BANACLOCHA et al., 1997).

Seu potencial anti-inflamatério pode ocorrer pela inibicdo da ativacdo, agregacao
plaguetaria e quimiotaxia de neutrdfilos, supresséo e ativacdo de macrofagos, inibicdo
da adesdo celular leucocito-endotelial e atenuacdo da liberagcdo de TNF-a e IL-8,
provavelmente por modular a expressdo gene destes mediadores no nivel
transcripcional. (SAPATEN, 2004).

Devido a essas propriedades, a NAC tem sido utilizada ndo sé como um agente
mucolitico em uma variedade de doencas respiratorias, mas também em condi¢cdes
caracterizadas pela diminuicdo da glutationa ou estresse oxidativo, além disso, a NAC
mostrou ser capaz de melhorar o fluxo sanguineo da microcirculacdo em tabagistas e a
vasodilatacdo coronariana, além de aumentar a dilatacdo periférica dependente do
endotélio em pacientes submetidos a cateterismo cardiaco e de melhorar a funcao
endotelial em pacientes em didlise (ANDREWS et al., 2001; YILMAZ et al., 2007; LU et
al., 2001).

Também hé& evidéncias sugerindo que a NAC pode ter um papel na sobrevivéncia
neuronal através de outros mecanismos ndo relacionados com suas propriedades
antioxidantes, por exemplo, inibindo apoptose (FERRARI et al.,, 1995, XIONG et
al.,1999). A NAC como ja foi descrita, tem sido utilizada vastamente como antioxidante
in vivo e in vitro (CETINKAYA et al.,, 2005), na clinica, ela tem sido utilizada no
tratamento de algumas situacdes de overdose de alguns farmacos, como por
paracetamol, considerado aqui como padrdo-ouro (PRESCOTT et al., 1979) na
expectoragdo como mucolitico (DE FLORA et al., 2001) e na prevencao da nefropatia
induzida por contraste (TEPEL et al., 2000). Também tem sido demonstrado que a

NAC apresenta um efeito atenuante e até preventivo em relacdo aos radicais livres
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como, por exemplo, o &cido hipocloroso, os radicais hidroxila e o peroxido de
hidrogénio (SHAIK, 2006), devido ao grupo sufidrilico presente em sua estrutura
quimica. Assim, a NAC pode ser parcialmente comparada a atividade de enzimas
antioxidantes enddgenas como a superéxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase, apesar dessas Ultimas apresentarem maior capacidade de desintoxicacédo
se comparadas a sua acéao direta. Além disso, foi descrito que esta droga é capaz de
aumentar a capacidade de reparo no DNA e também promove a inducdo da apoptose
seletiva de células em transformacédo. Estudos também indicam que NAC reduz
disfungcéo endotelial, inflamacéo e fibrose em pacientes renais crénicos, com evidente
de melhora clinica (MASSY, 2009). Somando-se a isso, esta droga promove o
decréscimo da producdo de citocinas como o TNF-a com a diminuicdo do estresse
oxidativo e/ou aumento da superéxido dismutase. (CHEN, 2006). Diferentes testes
clinicos jA confirmaram os beneficios da utilizacdo de NAC em diferentes patologias
inflamatérias neurodegenerativas e na modulacédo da dor (PEREZ et al., 2003). Com
efeitos preventivos, a NAC tem-se mostrado bastante eficiente como protetor em
doenca renal crbnica, cancer, insuficiéncia pulmonar, no tratamento da AIDS e outras
doencas (NOLIN, 2010).

Devido a esses fatores a NAC também é utilizada como ferramenta em estudos
de estresse oxidativo e em processos inflamatérios como a sepse. O tratamento de
camundongos com NAC diminui a expressdo de moléculas de adesdo em leucécitos
(BIRNBAUM et al., 2008) e conseguiu reduzir a mortalidade dos animais na sepse
experimental (MELLO et al., 2011).

2.5 Modelos experimentais para o estudo da sepse

Os modelos experimentais de sepse mais conhecidos s&o: administracao
endovenosa ou intraperitoneal de bactérias vivas ou de componentes microbiano, o
modelo de injuria com consecutiva liberacdo da microbiota intestinal por ligadura e
perfuracéo do ceco (CLP).

O modelo que mais se aproxima de um quadro de sepse humana € o modelo de
agressao ao intestino, com consequente liberacdo de flora microbiana. Este modelo é
denominado de ligadura e perfuragcdo do ceco (CLP, do inglés, cecal ligation and

puncture), e seu variante, o CASP (do inglés, colon ascendens stent peritonitis,
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peritonite causada por cateter no célon ascendente), ele se caracteriza pela liberagao
gradativa do contetado bacteriano coélico para a cavidade peritoneal, induzindo
peritonite, a qual pode evoluir para um quadro de sepse moderada, sepse grave e
choque séptico (WICHTERMAN et al., 1980; BENJAMIM, 2001).

O CLP tem se mostrado o melhor para inducéo da sepse, ele é o mais empregado
nas pesquisas cientificas, além de se assemelhar com a progresséo e caracteristicas
da sepse humana por isso tém contribuido para o conhecimento do envolvimento de
componentes da imunidade nesta sindrome, incluindo a identificacdo de novos
potenciais alvos terapéuticos (DEJAGER et al., 2011).

Este modelo foi desenvolvido em 1980 por Wichterman e colaboradores e
consiste na exposicdo do ceco, seguida de ligadura e perfuracdo abaixo da valvula
ileo-cecal, com extravasamento de fezes para a cavidade abdominal (Figura 5). Seus
efeitos sdo semelhantes aos de uma apendicite supurada. De acordo com Andrades et
al (2005), a intensidade dos danos causados pela sepse induzida pelo modelo CLP é
determinada pelo numero de perfuracdes realizadas e pelo diametro da agulha utilizada
e segundo Benjamin et al (2000), de acordo com o tamanho e o numero de
perfuracdes, os animais evoluem para diferentes perfis de morbimortalidade e pode-se
classificar o CLP como letal ou sub-letal. Kuhlmann (1994) sugere 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 néo letal (0-10% de
mortalidade), sub-letal (40-60% de mortalidade), e letal (90-100% de mortalidade), para
que assim seja avaliada a correlacdo entre gravidade da sepse e os efeitos citotoxicos
decorrentes desta patologia. 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).

Uma das maiores diferencas entre os modelos que utilizam LPS comparados aos
de agressao intestinal, € que este ultimo induz um quadro se sepse polimicrobiana,
mantém a presenca de um foco infeccioso e ainda recriam de maneira muito similar as
fases hemodinamicas, metabdlicas, hiper e hipoinflamatérias, observadas durante a
sepse (DEJAGER et al., 2011).

O modelo utilizado neste trabalho foi o de CLP, por ser um modelo de injuria
semelhante ao quadro de sepse em humanos, sobretudo decorrente de traumas com
perfuracdes das algcas intestinais, colite ou peritonite pds-operatéria, como foi dito.

Nesse modelo, apés a perfuracédo da parede intestinal, ocorre a liberacédo gradativa do
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conteudo colbnico para a cavidade peritoneal, induzindo peritonite, a qual pode evoluir
para um quadro de sepse e choque séptico (WITCHERMANN et al., 1980; BAKER et
al., 1983; BENJAMIM, 2001).

a b C
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Figura 4. Esquema do procedimento do modelo CLP em roedores segundo (ZAPPAROLI
et al., 2011).

As caracteristicas acima descritas, aliadas a facilidade da execuc¢éo, tornaram o
CLP um dos modelos mais utilizados para o estudo da sepse, porém apesar de
reproduzir com maior fidelidade a condicéo patolégica humana, € o modelo que causa
mais sofrimento aos animais, pois € um procedimento invasivo, em que héa ruptura do

ceco com o vazamento do conteldo cecal para o peritdnio (WICHTERMAN et al., 1980)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da NAC sobre a evolucédo da sepse polimicrobiana induzida por

ligacdo e perfuracéo do ceco de camundongos.

3.2 Objetivos especificos

v' Avaliar o efeito do uso da NAC sobre a sobrevida de camundongos
submetidos a CLP.

v' Avaliar o efeito do uso da NAC sobre a migracdo de neutréfilos para a
cavidade peritoneal de camundongos submetidos a CLP.

v' Determinacao da carga bacteriana no sangue, pulméao e exsudato peritoneal
de camundongos submetidos a CLP e tratados com NAC.

v'Avaliar o efeito uso do NAC sobre a infiltracdo de neutréfilos no pulméo

camundongos submetidos a CLP e tratados com NAC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais Experimentais.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados no total de quarenta e oito
camundongos da linhagem Swiss, machos, pesando entre 18-22g, provenientes do
biotério da Universidade Catoélica Dom Bosco, Campo Grande/MS. Os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas em condicbes de temperatura (23-25°C) e o ciclo
claro/escuro, controlados, com livre acesso a racdo e agua. Os experimentos foram
realizados de acordo com as normas de experimentacdo envolvendo animais,
preconizadas pelo Comité de Etica (CEUA 014/2016).

4.2 Realizacdo do Modelo experimental de ligacdo e perfuracdo do ceco
(CLP).

Para inducdo da sepse foi utilizado o modelo de ligacdo e perfuracdo do ceco
melhor descrito por (WICHTERMAN et al.; BAUE; CHAUDRY, 1980) com algumas
modificagdes.

Os camundongos foram anestesiados com Cetamina e Xilazina (150mg/kg e
7,5mg/kg) pela via i.p., apos isso foi feita a tricotomia com maquina de barbear e
assepsia com tintura de iodo 2% na regido do abdémen. Os animais foram distribuidos
em quatro grupos experimentais, grupo 1 (sepse letal), grupo 2 ( sepse subletal), grupo
3 (sepse letal tratados com NAC 300mg/kg) e grupo 4 (sepse subletal tratados com
NAC 300mg/kg).

Na cirurgia foi feita uma incisdo de 1 cm no abdémen e o ceco foi exposto e ligado
com fio ndo absorvivel abaixo da valvula ileocecal, sem obstrucdo total. Apos a
ligadura, o ceco dos animais dos grupos 2 e 4 foi perfurado (agulha 26G) por duas
vezes para se obter uma peritonite  moderada (até 40% de mortalidade), os animais
dos grupos 1 e 3 tiveram o ceco perfurado (agulha 21G) por seis vezes para se obter

uma peritonite grave (de 90 a 100% de mortalidade). Em seguida, em todos os grupos,
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0 ceco dos animais foi pressionado gentilmente para facilitar a saida de contetdo fecal
pelas perfuracdes, e o ceco entdo foi devolvido ao abdomen, sendo realizada sutura
sobre a incisdo, e logo apds o procedimento cirlrgico, 0s animais receberam uma

reposicao volémica com 1 mL de solugéo salina estéril por via subcutanea.

4.3 Avaliagdo da sobrevida de animais submetidos a sepse tratados ou néo
com NAC.

Para tanto, um primeiro grupo de animais submetidos a sepse microbiana
foram acompanhados por sete dias para avaliacdo da sobrevida. Esses animais foram
separados em guatro grupos experimentais com cinco animais em cada grupo, eles
foram divididos nos grupos (seguindo o protocolo da CLP descrito no item 4.2) sepse
letal, sepse letal tratados com NAC, sepse subletal, e sepse subletal tratados com
NAC. Os grupos tratados receberam a dose de 300mg/Kg de NAC a por via
subcutanea a cada 24h, de acordo com a sobrevivéncia de cada individuo. Lembrando
gue a avaliacdo da sobrevida foi um experimento realizado antes de todos os outros
testes, para 0s outros testes usamos outro grupo de animais, visto que para essa
avaliacdo apdés o periodo de sete dias 0os camundongos que permaneceram Vivos
foram eutanasiados. Deste modo a avaliacdo da sobrevida dos animais foi expressa
como porcentagem de animais sobreviventes e o teste x ? foi utilizado para determinar

as diferencas entre as curvas de sobrevida.

4.4 Tratamento com NAC.

Para uma nova analise, com outro grupo de animais foi realizado novamente o
modelo experimental (CLP), utilizando-se dos mesmos quatro grupos ditos
anteriormente (sepse letal, sepse letal tratados com NAC, sepse subletal, e sepse
subletal tratados com NAC). Nestes grupos o tratamento foi realizado apés 30 minutos
da cirurgia de CLP, apenas nos grupos tratados respectivamente. Os grupos
receberam o tratamento na dose de 300mg/Kg de NAC, por via subcutanea, de acordo
com a média de peso de cada grupo.
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4.5 Obtencao das amostras experimentais.

Apés 6h da realizacdo do modelo experimental, os animais de todos os
grupos experimentais foram anestesiados novamente, desta vez em dose letal, para

obtencado de todas as amostras para as analises do trabalho.

4.5.1 Coleta de sangue dos animais experimentais.

A coleta de sangue foi realizada logo ap0s a anestesia em dose letal, antes da
morte do animal, por puncao cardiaca. A amostra foi utilizada para realizagdo de ensaio

de protecéo (determinacdo das Unidades Formadoras de Colbnia).

4.5.2 Quantificacdo de bactérias e contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC) do sangue.

O grau de infeccao foi determinado através da contagem do numero de UFCs
presentes no sangue dos animais submetidos ao CLP. O sangue sem diluigdo, na
quantia de 10 pl foi semeado em placas de Petri contendo meio Agar Mueller Hinton
(Difco Laboratories). Apés o semeio, as placas foram incubadas por 18h a 37 °C. Todo
o procedimento foi feito sob condicbes estéreis. A determinacdo do numero de UFC foi
realizada em contador automatico de colénias e os resultados foram expressos como

Logio UFC. mL™ do sangue.

4.5.3 Avaliacdo da migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal de

animais submetidos a sepse.

A migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal dos camundongos
submetidos aos diferentes graus de sepse, tratados ou ndo, foi avaliada em tempo
determinado de 6 horas apOs as cirurgias. Os animais foram sacrificados
imediatamente apos a coleta de sangue e a cavidade peritoneal foi aberta e as células
peritoneais foram assepticamente coletadas com 3 mL de PBS / EDTA K3 (5%). A
partir do exsudato foram feitas amostras para as contagens total e diferencial das

células, para a determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase e para a
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realizacdo de ensaio de protecdo (determinacdo das Unidades Formadoras de
Colbnia).

4.5.4 Contagem total das células.

A contagem total das células foi realizada em camara de Newbauer, logo apés a
coleta do exsudato peritoneal, 20 uyl do mesmo foi homogeneizado com 380 pl de

liquido de Turck, e o resultado foi expresso como ntimero de células x 10° / mL.

4.5.5 Contagem diferencial.

A contagem diferencial foi realizada pela andlise de esfregacos feitos a partir dos
exsudatos peritoneais obtidos ap6s 6 horas da cirurgia. As laminas foram coradas em
corante panético rapido (Diff Quik). As células foram examinadas em microscopio
Optico em objetiva 100x com imersédo em 6leo. Foram diferenciados trés tipos celulares:
neutrofilos, eosindfilos e mononucleares. A quantidade de cada tipo celular presente na
cavidade peritoneal foi determinada como a porcentagem celular especifica frente ao
ndmero total de células. Os resultados foram expressos como niimero de células x10°

por mililitro.

4.5.6 Quantificacdo de bactérias e contagem de unidades formadoras de

colénia (UFC) do lavado peritoneal.

O grau de infeccao foi determinado por meio da contagem do numero de UFCs
presentes no lavado peritoneal dos animais submetidos ao CLP. O lavado peritoneal foi
diluido (1:1; 1:10; 1:100) em PBS estéril e 10 pl dessa solugao foi semeada em placas
de Petri contendo meio Agar Mueller Hinton (Difco Laboratories). Apos isso as placas
foram incubadas por 18h a 32 °C. O numero de UFC foi determinado pela contagem
das colbénias em contador automético. Todo o procedimento foi feito sob condi¢cfes

estéreis Os resultados foram expressos como Log:o UFC. mL™ de lavado peritoneal.
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4.5.7 Coleta de pulméo

ApoOs a eutanasia e coleta do lavado peritoneal o térax dos animais foi aberto
cirurgicamente para a remocédo do pulmdo. O pulméo esquerdo foi reservado para
dosagem de MPO, em tubo de polietileno contendo 100 pl de tampdo MPO. As
amostras foram mantidas em gelo até o final do procedimento, a fim de evitar lise
celular. Ao termino do experimento as amostras destinadas a dosagem de MPO foram

congeladas a -80°C, para posterior analise.

4.5.8 Quantificacdo de bactérias e contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC) do pulméo.

O grau de infeccdo foi determinado através da contagem do numero de UFCs
presentes no pulmao (I6bulo direito) dos animais submetidos ao CLP. O pulméo foi
macerado com auxilio do cadinho em 200ul de salina estéril, e 10 yl do macerado
foram semeadas em placas de Petri contendo meio Agar Mueller Hinton (Difco
Laboratories). ApGs a semeadura, as placas foram incubadas por 18h a 37 °C. Todo o
procedimento foi feito sob condi¢cBes estéreis. A contagem de UFCs foi realizada em

contador automatico e os resultados foram expressos como Logig UFC. g™* de pulma&o.

4.5.9 Determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) para

guantificacao do infiltrado leucocitario no pulmao.

A intensidade do acumulo de neutréfilos nos pulmdes de animais submetidos a
CLP, tratados ou ndo com NAC foi aferida pelo ensaio da mieloperoxidase (Souza et
al., 2001). Para tanto, o pulméao esquerdo foi colocado em 200uL de tampéo NaCl
0,1M, NaPO, 0,02M, NaEDTA 0,012M (Tamp&o 1) gelado e em pH 4,7 e
homogeneizados em Pollytron. O homogeinato foi em seguida centrifugado a 3.000
rom por 15 minutos a 4°C. Foi realizado entdo um choque hipoténico no centrifugado
celular com 600 pl de NaCl 0,2%, seguido por 600 pl de uma solucdo de NaCl 1,6% e
glicose 5%. Depois de nova centrifugacédo a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C, o “pellet’
foi ressuspendido em tampdo NaPO, (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de

hexadeciltrimetilamonio (HTAB) (Tampdo 2) e novamente homogeneizado. A seguir
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esse homogeneizado foi congelado e descongelado trés vezes e novamente
centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apos centrifugacdo, 3uL do
sobrenadante das amostras de pulmdes foram colocados em placa de 96 pogos para o
ensaio. Em cada poco foram adicionadas 25uL de TMB (3, 3, 3, 3’-
tetramethylbenzidine” — 1,6 mM final na placa) e a placa foi incubada por 5min a 37°C.
Logo apds, 100 uL de H,O, (0,5 M final na placa) foram adicionados nos pocos e a
placa foi incubada por mais 5 min a 37°C. A seguir a reacao foi interrompida com acido
sulfrico 4M. A quantificacdo dos neutroéfilos foi feita a partir de uma curva padrao de
neutroéfilos (obtidos da cavidade peritoneal 6h apds camundongos serem injetados com
carragenina e diluidos seriadamente em NaPO, 0,08M (1 x 10° neutréfilos/ pogo/
50uL). Foi determinada a absorbancia em leitor de ELISA (Spectra Max 250; Molecular
Devices) no comprimento de onda de 450nm. Resultados expressos como numero de

neutrofilos por 100 mg de tecido.

4.6 Andlise estatistica

Os dados experimentais foram avaliados comparando-se a média dos valores
encontrados, por andlise de variancia (one-way ANOVA) seguida de pos-teste (test t)
para andlise da atividade antibacteriana e teste de Bonferroni para os demais
experimentos. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (D.P) e as
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes para valores de P<0,05,

como determinado utilizando o software GraphPad Prism (verséo 5.0).
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da curva de sobrevida de animais submetidos a sepse
polimicrobiana tratados com NAC.

A sobrevida de animais submetidos a sepse letal e sepse subletal tratados ou ndo
com NAC 300mg/kg foi avaliada durante sete dias. Os animais em sepse letal ndo
tratados apresentaram 100% de mortalidade ao fim de 72 horas apos a CLP (Figura 5).
Por outro lado, o tratamento diario com NAC 300mg/kg foi capaz de reduzir em 20% a
mortalidade dos animais submetidos a sepse letal. Ja os camundongos submetidos a
sepse subletal que ndo receberam o tratamento apresentaram 80% de mortalidade até
0 sétimo dia, enquanto o grupo sepse subletal cujos animais foram tratados com NAC
300mg/kg apresentaram reducdo na taxa de mortalidade para 40% (Figura 5),

sugerindo um papel protetor da NAC na sepse polimicrobiana.
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Figura 5. Curva de sobrevida de animais submetidos a sepse letal e sepse subletal tratados ou
ndo com NAC. Os animais foram submetidos ao procedimento de CLP, divididos em quatro grupos
denominados sepse letal, sepse letal tratados com NAC 300mg/Kg, sepse subletal, e sepse subletal
tratados com NAC 300mg/Kg. Os dados correspondem as porcentagens de sobrevida de cinco

animais por grupo.
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5.2 Determinacdo do numero de bacterias do lavado peritoneal e do
sangue de animais submetidos a sepse polimicrobiana tratados com NAC.

Com o intuito de caracterizar a gravidade da sepse apos a inducao da sepse
por CLP foi avaliada a carga bacteriana no foco infeccioso e na corrente sanguinea
de animais tratados ou ndo com NAC (Figura 6). A quantificacdo de bactérias no
foco infeccioso e na corrente sanguinea foi realizada a partir de amostras coletadas
6h apos a cirurgia de CLP.

Os resultados demonstram que o tratamento com NAC foi capaz de reduzir o
ndamero de UFCs no peritdnio de animais submetidos a sepse letal (Figura 6, painel
A). De modo semelhante, o tratamento também reduziu a carga de bactérias no
lavado peritoneal de animais submetidos a sepse subletal (Figura 6, painel A),
sugerindo que a NAC é capaz de contribuir para a limitacdo do foco infeccioso na
sepse. Corroborando esses resultados, os dados também demonstram que a NAC
foi capaz de reduzir o nimero de bactérias na corrente sanguinea tanto dos animais
submetidos a sepse letal quanto na sepse subletal, quando comparados aos grupos
nao tratados, sugerindo que a NAC foi capaz de limitar a disseminagéo sistémica da
infeccdo na sepse polimicrobiana (Figura 6, painel B), contribuindo para a melhora
na taxa de sobrevida dos animais tratados.
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Figura 6. Quantificacao bacteriana do lavado peritoneal e do sangue de animais submetidos a
sepse letal e sepse subletal tratados com NAC. Painel A: avaliagdo do nimero de bactérias
presentes no lavado peritoneal de animais submetidos a CLP tratados ou ndo com NAC, comparacéao
entre 0s grupos sepse letal e sepse subletal tratados ou ndo com NAC 300mg/Kg. Painel B:
Avaliacdo do numero de bactérias presentes no sangue de animais submetidos a CLP tratados ou
ndo com NAC, comparacdo entre 0s grupos sepse letal e sepse subletal tratados ou ndo com NAC
300mg/Kg. A quantificagdo das bactérias presentes na cavidade peritoneal e no sangue foi realizada
a partir de amostras obtidas 6 horas ap6és a cirurgia de CLP, o tratamento foi instituido 30 minutos
apos as cirurgias CLP nos grupos tratados respectivamente. Realizou-se a contagem das coldnias e
o nimero de unidade formadora de colénias (UFC) foram expressas com a escala Log, UFC. mL™.
Os dados representam sete animais por grupo. *** p<0,05 significAncia quando comparado grupos
tratados e néo tratados.
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5.3 Avaliacdo do efeito da NAC sobre a migracéo de leucdcitos totais e
de neutrofilos para a cavidade peritoneal de animais submetidos a CLP.

A migracao de leucdcitos totais e de neutroéfilos para a cavidade peritoneal de
animais submetidos a CLP letal e subletal, com e sem tratamento com NAC foi
avaliada 6 horas apés a cirurgia (Figura 7).

Na contagem total de leucdcitos (Figura 7, painel A) observamos que a NAC
promoveu aumento na migracdo de células leucocitarias nos animais submetidos a
sepse letal como néo letal, quando comparado aos respectivos grupos controles nao
tratados, sugerindo que a NAC conseguiu atrair mais células para o local da injuria.

Visto que os neutrdfilos sdo os responsaveis majoritarios pela circunscricao
de uma infeccdo e que na sepse grave ha faléncia da migracdo dessas células para
o foco infeccioso, avaliamos a migracdo de neutréfilos para o foco infeccioso nos
animais submetidos a CLP, com e sem tratamento com NAC. Os resultados
demonstram que o tratamento com a NAC foi capaz de aumentar em cerca de 50%
o numero de neutréfilos no foco infeccioso de animais submetidos a sepse letal,
qgquando comparado ao grupo nao tratado (Figura 7, painel B). Por outro lado, o
tratamento com a NAC dos animais submetidos a sepse ndo letal aumentou em
cerca de 20% a migracdo de neutrdéfilos para o foco infeccioso quando comparado
aos animais do grupo controle ndo tratados. Em conjunto os dados sugerem que a
reducdo da carga bacteriana na cavidade peritoneal e na corrente sanguinea de
animais submetidos a sepse e tratados com a NAC correlaciona-se com a maior

migracdo de neutrdéfilos para o foco infeccioso.
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Figura 7. Contagem total de leucécitos e avaliacdo da migracdo de neutréfilos para a
cavidade peritoneal dos animais submetidos a sepse letal e sepse subletal tratados com NAC.
Painel A: contagem total de leucdcitos de animais submetidos a CLP sepse letal e sepse subletal
tratados ou ndo com NAC 300mg/Kg. Painel B: Avaliagdo da migracdo de neutréfilos para a
cavidade peritoneal dos animais submetidos a CLP sepse letal e sepse subletal tratados ou ndo com
NAC 300mg/Kg. A contagem total de leucOcitos e migracdo de neutrdéfilos para a cavidade peritoneal
foi avaliada 6 horas apds a cirurgia de CLP, dado que nos grupos tratados o tratamento foi instituido
30 minutos apoés as cirurgias. Cada grupo experimental foi composto por 7 animais e o0s resultados
foram expressos como leucdcitos totais x 10° / mL e nimero neutréfilos x 10° / mL. ** P<0,05
significancia quando comparado os grupos tratados e néo tratados.



41

5.4 Quantificacdo de bactérias no pulméo de animais submetidos a CLP
tratados com NAC.

Uma vez que a funcdo dos pulmdes na sepse € precocemente afetada e
correlaciona-se com a evolugdo do quadro, investigamos se 0 aumento da taxa de
sobrevida dos animais submetidos a sepse e tratados com a NAC foi acompanhado de
menor infiltracdo bacteriana no tecido pulmonar (Figura 8). Novamente a NAC
demonstrou efeito sob a proliferacdo de bactérias, visto que ela foi capaz de reduzi-las

nos pulmdes de animais submetidos a sepse letal e subletal.
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Figura 8. Quantificagdo bacteriana do pulméo de animais submetidos a sepse letal e
sepse subletal tratados com NAC. Avaliacdo do niumero de bactérias presentes no pulméo
de animais submetidos & CLP tratados ou ndo com NAC, comparacao entre 0S grupos sepse
letal e sepse subletal tratados ou ndo com NAC 300mg/Kg. A quantificacdo das bactérias
presentes no pulméo foi realizada a partir de amostras obtidas 6 horas ap0s a cirurgia de CLP,
o tratamento foi instituido 30 minutos apds as cirurgias CLP nos grupos tratados
respectivamente. Realizou-se a contagem das colénias e o nimero de unidade formadora de
colénias (UFC) foram expressas com a escala Log;o UFC. mL™ *** p<0,05 significancia quando
comparado grupos tratados e nao tratados.
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5.5 Ensaio da enzima mieloperoxidase (MPO) presente no pulmédo de

animais tratados ou ndo com NAC.

Uma vez que a infiltracdo de neutrofilos em orgaos distantes do foco infeccioso na
sepse pode contribuir para a faléncia de mdaltiplos 6rgédos, avaliamos o acumulo de
neutrofilos nos pulmdes por meio da quantificacdo da atividade da mieloperoxidase
(MPO). A atividade da MPO foi avaliada 6 horas apos a cirurgia de CLP letal e subletal
tratados ou ndo com NAC (Figura 9). O tratamento com a NAC ndo foi capaz de limitar
a infiltracdo de neutréfilos nos pulmbes de animais submetidos & CLP, visto que o0s
dados demonstram que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais

tratados e nao tratados, tanto na sepse letal quanto na sepse néo letal.
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Figura 9. Ensaio da enzima mieloperoxidade (MPO) do pulméo de animais submetidos a
sepse letal e sepse subletal tratados com NAC. A atividade da enzima MPO foi avaliada a
partir de amostras do pulm&o dos animais submetidos a CLP sepse letal e sepse subletal
tratados ou ndo com NAC 300mk/kg, cada amostra foi triturada e passada por varias técnicas
de lise celular. Para determinacao da atividade da enzima MPO 10ul do sobrenadante apds os
processos de lise foi colocado em placas 96 pocos, foi determinada a absorbancia em leitor de
ELISA no comprimento de onda de 450nm. E os dados foram expressos como numero de
neurofilo por 0,1g do pulmao.
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6. DISCUSSAO

O escopo deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com a NAC sobre a
sobrevida de camundongos submetidos a sepse letal e a sepse subletal induzida pelo
modelo de ligacdo e perfuracdo cecal (CLP). Além da sobrevida, foram avaliados
outros parametros como carga bacteriana no foco infeccioso e de modo sistémico,
migracdo de neutréfilos para o foco infeccioso e infiltrado neutrofilico e de bactérias nos
pulmdes, visando caracterizar a inflamacdo sistémica decorrente da infeccdo induzida
pela cirurgia de CLP e o impacto do tratamento com a NAC sobre esses eventos.

Os modelos de sepse utilizando-se camundongos tém sido bem aceitos junto a
comunidade cientifica por serem reprodutiveis e mimetizarem processos
fisiopatoldgicos observados no ser humano e outros animais durante a sepse,
constituindo-se ferramentas importantes na elucidacéo da fisiopatologia da sepse, bem
como na prospeccao de novos tratamentos (DEJAGER et al., 2011). Apesar da
diversidade de espécies animais, optamos por utilizar camundongos Swiss pelo fato de
ser uma linhagem heterogénica de variado repertorio de comportamentos individuais e
sociais podendo representar melhor a diversidade populacional da espécie humana.

Para inducdo de sepse, foi escolhido o modelo jA consolidado de infecgéo
abdominal polimicrobiana que mais se assemelha a sepse abdominal humana: o
modelo de ligacdo e perfuracdo do ceco, CLP (DYSON & SINGER, 2009). Criado em
1980 por Wichterman et al., que € descrito como o modelo que mimetiza fielmente os
sintomas da sepse em humanos, porém séo dificuldades inerentes ao modelo CLP
depender de uma cirurgia para realizacdo e o fato de o grau de gravidade da sepse
variar conforme a quantidade de fezes que cai na cavidade abdominal e local e tenséo
da ligadura cecal, fatos estes altamente relacionados as habilidades do pesquisador
que o realiza.

Este modelo em roedores vem sendo usado extensivamente na investigacao de
parametros experimentais da sepse e do choque séptico durante as Ultimas décadas.
Ele satisfaz diversos critérios essenciais para um bom modelo de sepse: € um modelo
polimicrobiano, possui uma fonte local de infeccéo, induz septicemia e libera produtos

microbianos na periferia do sitio de injuria, sendo também capaz de apresentar uma
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grande versatilidade em se adaptar a diferentes graus de severidade e objetivos
experimentais (ZAPPAROLI et al.,, 2011). Portanto, € um modelo valioso para a
investigacdo de diversos aspectos da sepse, tais como, metabolismo,
antibioticoterapia, presenca de componentes microbianos, respostas cardiovasculares,
funcdo imunoldgica e secrecdo de mediadores inflamatérios (HUBBARD et al., 2005).

Segundo Benjamin et al (2000), conforme a mortalidade da sepse pode-se
classificar o modelo de CLP em subletal ou letal. O modelo de CLP subletal € marcado
pelo aumento de neutréfilos na cavidade peritoneal, ao contrario do letal, onde os
neutréfilos migram menos, facilitando a ocorréncia de infec¢cdes secundarias, os
autores ainda demonstram que na sepse grave induzida por CLP ocorre a faléncia de
migracdo neutrofilica para o foco infeccioso, o aumento no niumero de bactérias no
liquido peritoneal e no sangue e, consequentemente, uma alta taxa de mortalidade.

Em nossa pesquisa, 0os animais submetidos a este modelo desenvolveram
manifestacbes da sindrome séptica, tais como resposta inflamatéria exacerbada,
alteracdes na contagem de leucdcitos, elevada bacteremia e alto indice de mortalidade
(HUBBARD et al., 2005), indicando assim, o0 sucesso na metodologia realizada.

A N-acetilcisteina é usada na clinica ha décadas como agente mucolitico e para o
tratamento de outras condi¢des como intoxicacao por paracetamol e outros farmacos;
cardiotoxicidade induzida pela doxirrubicina e nefropatia associada ao uso de radio
contrastes (CHERTOFF, 2018). A NAC tem sido apontada como um agente atenuante
de doencas sistémicas como a insuficiéncia renal cronica, através de diferentes efeitos
anti-inflamatorios e antioxidantes (SAGAR, 2008).

Embora a NAC seja uma droga bem conhecida e amplamente empregada em
diferentes condi¢des clinicas, seus efeitos sobre a sepse ainda ndo estdo totalmente
elucidados e podem ser controversos (CHERTOFF, 2018). Nesse sentido, inUmeros
estudos que demonstram seus efeitos positivos tanto em modelos animais de sepse
como em pacientes humanos (GALLEY et al.,1997; CRIMI et al., 2006; SENOGLU et
al., 2008; MELLO et al., 2011; CHERTOFF et al., 2018). Por outro lado, a literatura é
provida de dados que demonstram a auséncia de efeitos benéficos na sepse ou ainda,
a ocorréncia de efeitos deletérios (PEAKE et al.,1996; EMET et al.,2004; VASSILEV et
al.,2004; SZAKMANY et al.,2012).

Em nossa analise da taxa de sobrevida realizada com o modelo CLP (Figura 5),
observamos que o tratamento dos animais com NAC foi capaz de reduzir a taxa de

mortalidade tanto na sepse letal no qual se observa aumento da taxa de sobrevida de
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20% em comparagdo com o grupo letal ndo tratado no qual ndo houve sobrevida ao
final de 72 horas, como na subletal onde ao final das 168 horas observou-se 60% de
sobrevida em comparacdo 20% de taxa de sobrevida do grupo subletal ndo tratado.
Corroborando nossos resultados, Mello et al (2011), demonstraram que a NAC
(150mg/kg) aumentou o tempo e a taxa sobrevida de animais submetidos a sepse
induzida por E. coli. De modo similar, Kao et al (2006) mostraram que a NAC aumentou
em 43% a sobrevida de animais submetidos a sepse letal induzida por LPS.

Da mesma forma, Ritter et al (2004) demonstraram que a NAC 20mg/kg quando
associada com a desferoxamina (quelante de Fe™) foi capaz de aumentar em 47% a
taxa de sobrevida em ratos submetidos a sepse letal por CLP. Os autores demonstram
ainda que a taxa de sobrevida dos animais submetidos a CLP aumentou em 66%
guando a NAC e deferoxamina foram associadas a antimicrobianos como a ceftriaxona
e clindamicina. Villa et al, (2002) obteve resultados semelhantes, nos quais a NAC
(1g/kg) foi capaz de aumentar em cerca de 40% a sobrevida de camundongos
submetidos a CLP letal. Em conjunto esses dados reforcam que a NAC pode ser um
importante tratamento coadjuvante aos antibacterianos na sepse polimicrobiana,
retardando o desenvolvimento do quadro e aumentando a taxa de sobrevida.

Como descrito anteriormente, o tratamento dos animais submetidos a sepse letal
e subletal com a NAC foi capaz de reduzir a carga bacteriana tanto no foco infeccioso
guanto no sangue. Embora a NAC tenha como principal efeito farmacolégico a
atividade antioxidante, varios estudos in vitro tem demonstrado sua acdo sobre
bactérias Gram positivas e Gram negativas, tanto na forma planténica como em sobre
biofiimes (PEREZ-GIRALDO et al., 1997; ZHAO & LIU, 2010; ASLAM et al., 2012). Do
mesmo modo foi demonstrada a acdo da NAC sobre cepas bacterianas clinicamente
relevantes, como S. aureus, S. pyogenes, P. aeroginosa, E. coli e Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (PEREZ-GIRALDO et al., 1997; MARCHESE et al., 2003;
OLOFSSON et al., 2003; ASLAM et al., 2007; ASLAM & DAROUICHE, 2011). No
entanto, estudos in vivo sdo escassos, especialmente considerando-se a sepse
polimicrobiana.

Apesar dos varios estudos demonstrando a agdo antibacteriana da NAC, o
mecanismo responsavel por esse efeito n&o esta totalmente elucidado.

Por outro lado, apesar das demonstracdes da atividade antimicrobiana in vitro da
NAC, seu perfil farmacocinético in vivo faz com que 0s niveis séricos obtidos apos

infusdo intravenosa sejam menores que agueles necessarios para efetiva acao
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antimicrobiana relatada nos estudos in vitro, aléem da sua curta meia vida (5-6 horas),
limitando seu tempo de acéo sobre bactérias (ASLAM & DAROUICHE, 2001; DRAGO
et al., 2013; LEITE et al., 2013; SAMUNI et al., 2013), sugerindo que o efeito do
aumento da sobrevida possa estar relacionando a acdo da NAC sobre outros eventos
na sepse.

Conforme explicitado anteriormente, na sepse grave ou letal observa-se faléncia
na migracao de neutréfilos, a qual se correlaciona com maior numero de bactérias no
foco infeccioso e sangue e consequentemente aumento na taxa de mortalidade
(BENJAMIN, 2001; MORENO, 2006). Nesse contexto, conseguimos observar que a
NAC foi capaz de estimular a migracdo de neutréfilos para o foco infeccioso, tanto na
sepse letal quanto na sepse nao letal. A partir desses resultados hipotetizamos que o
aumento da sobrevida dos animais submetidos a CLP poderia estar relacionado a
circunscricdo da infeccdo decorrente da efetiva migracdo de neutréfilos para o local.
Reforcando essa hipotese Elferink e Koster (1998), demonstraram que a NAC foi capaz
de estimular a migracdo de neutréfilos in vitro. Nesse estudo a NAC apresentou um
efeito quimiotatico transiente para neutréfilos por um mecanismo dependente de célcio
extracelular e mediado pelo aumento das concentracdes de cGMP intracelular.

Da mesma forma Villa et al (2002) demostraram que o tratamento com a NAC,
realizado por via oral a 1g/kg, 45 min antes da inducdo da CLP em ratos, aumentou a
migracdo células polimorfonucleares para o local da infec¢do, implicando em menor
carga bacteriana na cavidade peritoneal e maior porcentagem de sobrevida. Vale
ressaltar que em nosso estudo de avaliacdo de sobrevida a NAC foi feita na forma de
pbs-tratamento, com o0 quadro se sepse ja instalado, o que sugere seu papel benéfico
no tratamento da sepse e ndo apenas na limitacdo da instalacdo do quadro.

Como dito anteriormente, o curso da sepse depende das relacdes estabelecidas
entre 0 microrganismo e o0 hospedeiro. As proteinas e endotoxinas de bactérias
reconhecidas por receptores da superficie de mondcitos, macrofagos, células
dendriticas e neutrdfilos, resultando em na producdo e secrecdo de inumeras
mediadores pré-inflamatérios, como as citocinas (IL-1, IL- 2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-
17, IL-18, IL-23, IL-33, TNF-a e TNF-B, INF-y), derivados do acido araquidbnico e
outros. Esses mediadores podem ser responsaveis pelos eventos caracteristicos da
sepse, como a SIRS, alteracbes hemodinamicas e faléncia de multiplos oOrgaos
(PEREIRA JUNIOR et al.,, 1998; BELLINGAN, 2000; BENJAMIM, 2001; SIQUEIRA-
BATISTA et al., 2011 AZIZ et al., 2013).
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Os efeitos locais das citocinas envolvem o recrutamento das células que possuem
a funcdo de fagocitar o patégeno, deixando uma deficiéncia para eliminacdo dos
microorganismos, e o0s efeitos sistémicos causam danos teciduais ao hospedeiro.
Esses danos podem vir a ser hipotenséo, trombose, edema pulmonar e hemorragia.
Caso o processo ndo seja interrompido, evolui para faléncias multiplas dos 6rgédos ou
até mesmo a oObito. (PEREIRA JUNIOR et al., 1998; CECCON & COSTA VAZ, 2004).

Ja foi demostrado que a NAC pode ter papel antiinflamatério por ser capaz de
suprimir a sintese de algumas citocinas (Gl et al., 2011).

Victor et al, (1999) observaram que a NAC (150mg/kg) foi capaz de reduzir a
liberacdo de TNF-a em camundongos induzidos a sepse letal por LPS. Do mesmo
modo, Hsu et al, (2006) concluiram que o pdés-tratamento com NAC a 150mg/kg pode
suprimir a liberagcdo de TNF- a, IL-6 e IL-10 plasmaticos em animais submetidos a
sepse por LPS. Senoglu et al, (2008) demonstraram que a administracdo de NAC
(200mg/kg) ocasionou reducdo TNF-a e IL-6 em ratos submetidos a CLP.

A reducdo da sintese de mediadores pro-inflamatérios pela NAC parece estar
associada com sua capacidade de inibir o fator de transcricdo NF-kB e assim podendo
modular a expressdao de genes que determinam a sintese de citocinas pré-
inflamatérias, a expressdo da ciclooxigenase tipo 2 (COX-2), enzima que produz
prostaglandinas e de outros mediadores envolvidos na sepse (PEAKE et al., 1996;
VICTOR et al., 1999; PINSKY et al., 2003; KOLLS et al., 2006; CHEN et al., 2008;
FRAGA et al., 2012; CSONTOS et al., 2012; LEE et al., 2013; WANG et al., 2013).

Na sepse a sobreproducao de substancias oxidantes pode ser um dos fatores que
contribuem para os efeitos deletérios e em ultima instancia, para a faléncia de multiplos
orgaos e morte (KUMAR et al., 2018). Desse modo, substancias como a NAC, com
acao antioxidante podem desempenhar um papel protetor decisivo.

Recentemente, Chertoff (2018) em uma revisao sobre o papel da NAC na sepse
evidenciou os efeitos positivos da utilizacdo desse antioxidante no tratamento da
doenca em modelo animal, com melhora da sobrevida associada a diversos fatores
como aumento da migracdo de neutrofilos para o sitio da infec¢cdo, aumento de
glutationa circulante e supresséo de algumas citocinas inflamatorias.

Admitindo o beneficio do uso da NAC como antioxidante na sepse, foi
demonstrado que o estresse oxidativo é significativamente menor e as taxas de
sobrevida maiores em ratos sépticos tratados NAC (CAMPOS et al., 2012). Esse efeito

beneficio pode estar associado ao aumento dos niveis de glutationa induzidos pela
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NAC (Gl et al., 201; PEAKE et al., 1996; VICTOR et al., 1999; MOLNAR et al., 1999;
VICTOR et al., 2003; CRIMI et al., 2006; LEE et al., 2013). De fato, foi demonstrado
gue os niveis plasmaticos e eritrocitarios de glutationa estéo reduzidos em pacientes no
choque séptico e que essa reducdo correlaciona-se com o0 aumento da taxa de
mortalidade (LEE et al., 2016).

Além disso, a inibicdo da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB pela NAC, que
resulta em reducéo da sintese de citocinas inflamatérias, ocasiona secundariamente a
reducado da producédo de ROS (PEAKE et al., 1996; VICTOR et al., 1999; PINSKY et al.,
2003; KOLLS et al., 2006; FRAGA et al., 2012; CSONTOS et al., 2012; LEE et al.,
2013).

Os pulmdes sdo os oOrgaos mais frequentemente afetados durante a sepse,
independentemente de o foco infeccioso ser pulmonar ou extrapulmonar (EGGIMANN
et al. 2003, PELOSI et al, 2003, MASEWU et al., 2016 ; SEVRANSKY et al., 2008).
Diante da importancia da manutencéo da homeostasia pulmonar no controle da sepse,
foi avaliada a carga bacteriana nos pulmdes dos animais submetidos ao modelo CLP, a
fim de investigar se o tratamento com a NAC teria algum papel protetor. Foi
evidenciada uma reducéo significativa na queda da contagem bacteriana nos pulmdes
dos animais tratados com NAC, porém ndo houve diferenca no infiltrado neutrofilico
entre 0s grupos analisados. Esses dados podem sugerir que a reducdo da bacteremia
nos pulmdes tratados com NAC foi consequéncia do menor numero de bactérias na
corrente sanguinea. Por outro lado, o fato da NAC néo ter alterado a infiltracao
pulmonar pode estar relacionada a sua farmacocinética e via de administragcdo
intraperitoneal, o que pode ter limitado sua acdo ao local de administracdo. Embora o
namero de neutrofilos ndo tenha sido alterado nos pulmdes, ndo podemos descartar
efeitos benéficos indiretos da NAC sobre 6rgao, visto que existem evidéncias que a
NAC possui efeitos benéficos na lesdo plumar aguda secundaria a sepse. Gurer et al,
(2004) descreveram que a administracdo de NAC (150mg/kg/dia) aumentou
significativamente os niveis de glutationa e causou menor lesdo no tecido pulmonar de
ratos induzidos a CLP. Leef et al (1993) relataram que a NAC causou diminui¢cao do
extravasamento pulmonar microvascular e da formacdo do edema pulmonar com
consequente melhora da oxigenacao em ratos induzidos a leséo pulmonar aguda.

N&o podemos descartar que os efeitos benéficos da NAC podem envolver acao
sobre outros tecidos. A vista disso, estudos realizados com a NAC demonstraram seu

beneficio na melhora da lesdo renal aguda isquémica, e ainda mostrou diminuicdo dos
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niveis de estresse oxidativo e inflamacdo em o6rgdos importantes e na disfuncéo
endotelial em modelos animais (DIMARI et al., 1997; RITTER et al., 2004; LAMEIRE,
2005).

Existem relatos que a NAC pode agir como um componente vasodilatador, podendo
inibir a agregacdo plaquetaria, acarretando na melhora da microcirculagdo e
oxigenacgao dos tecidos (SPAPEN et al., 1998; RANK et al., 2000; BUWALDA & INCE,
2002; ATKIMAN, 2002; VICTOR et al., 2004; RITTER et al., 2004; DEL SORBO et al.,
2004; CRIMI et al., 2006; DE BAKER et al.,, 2013; SAUGEL et al., 2015), validando
assim seu uso como suporte em pacientes sépticos com alteragfes na microcirculacao.
Porem, apesar destes beneficios tedricos, NAC ainda ndo € recomendado nas
diretrizes atuais de sepse (BUWALDA & INCE, 2002; DEL SORBO et al., 2004;
SAUGEL et al., 2015).

Considerando todos esses aspectos, podemos sugerir que o uso do antioxidante
NAC é de fato benéfico na recuperacao do individuo com sepse, de varias formas, com
mecanismos ainda ndo explanados, aos poucos, estudos estdo sendo realizados com o

intuido de avaliar seu mecanismo real em beneficio do paciente.
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7. CONCLUSAO

Nossos dados demonstraram que a NAC € capaz de aumentar a sobrevida de
camundongos submetidos a sepse polimicrobiana, e esse efeito parece estar
relacionado com o aumento da migracdo de neutrofilos para o foco infeccioso e
consequente circunscricdo da infeccdo, 0 que leva ao menos impacto a o6rgaos
distantes do fico infeccioso como os pulmdoes.

Neste contexto podemos afirmar que essa molécula é um forte candidato a ser

incluso como uma droga suporte no tratamento dessa enfermidade.
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