JOAO DANIEL MAY SERAFIM

EFEITO DA CASTRACAO POS-NATAL NA SEPSE
EXPERIMENTAL EM RATOS

Trabalho apresentado a4 Universidade Federal de
Santa Catarina, para a conclusio do Curso de

Graduagio em Medicina_;

Floriandpolis
2002



JOAO DANIEL MAY SERAFIM

EFEITO DA CASTRACAO POS-NATAL NA SEPSE
EXPERIMENTAL EM RATOS

Trabalbo apresentado 3 Universidade Federal de
Santa Catarina, para a conclus3o do Curso de

Graduacio em Medicina

Coordenador do Curso: Prof. Dr. Ed’son José Cardoso
Orientador: Prof. Dr. Armando José d"Acampora

Co-Orientador: Prof. Dr. Ricardo Tramonte

Florianopolis
2002



Serafim, Jodo Daniel May

Efeito da castragfo pds-natal na sepse de origem abdominal em ratos
Wistar / Jodo Daniel May Serafim. — Florian6polis, 2002.

33p.

Orientador: Armando José d'Acampora'
Monografia (Trabaltho de Conclusdo de Curso) — Umver51dade Federal
de Santa Catarina — Curso de Graduago de Medicina.

1. Sepse 2. Ratos 3. Dimorfismo Sexual 4. Castragdo 5. Pulmdo. L.
Titulo




AGRADECIMENTOS

Gostaria de iniciar agradecendo aos meus pais, WALDEMAR SERAFIM ¢ MARIA
DALVA MAY SERAFIM, pelo incentivo que sempre me deram, com suas criticas,
sugestdes, apoio, ora bem recebidos ora ndo, mas sabendo que cada um destes conselhos
fizeram-me crescer um pouco mais, ou que em algum momento da minha vida ird me servir.

Aos meus irméos, LUIZ ANDRE MAY SERAFIM e RAQUEL MAY SERAFIM, que
apesar de termos algumas idéias divergentes, sempre me apoiaram durante a faculdade, e
mesmo antes dela.

Aos professores ARMANDO JOSE d'ACAMPORA e RICARDO TRAMONTE, que
além de professores, e orientadores neste trabalho entre outros, considero-os como amigos,
pelos ensinamentos passados, por terem me ensinado o que € pesquisa, pelas piadas e
momentos de descontracdo e pela amizade que levarei por toda a vida.

Aos professores JOAO CARLOS XICOTA e JOEL ANTONIO BERNHARDT, ¢ a
professora TANIA SILVIA FRODER, agradeco a eles pela ajuda neste trabalho, desde o seu
inicio e principalmente nas fases mais dificeis, por estarem sempre prestativos, e pela amizade
que acabou se formando.

Aos funciondrios do Laboratdrio de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental, em
especial a0 amigo LUIZ HENRIQUE PRAZERES, que serve a todos como exemplo de
profissional.

A todos os meus AMIGOS, sejam eles da faculdade ou ndo, serfio sempre importantes,
em todos os momentos da minha vida.

E para finalizar, um agradecimento em especial 4 minha namorada, MARIA LUIZA
DA NOVA, pelo carinho, pelo amor, pelo apoio e solidariedade, por todos os momentos
felizes, pela alegria, pelos sonhos e principalmente por fazer parte da minha vida.

A TODOS

OBRIGADO.



. RESULTADOS

. DISCUSSAO

RESUMO

SUMARIO

SUMMARY

. INTRODUCAO

. OBJETIVO

. METODO

. CONCLUSOES

. REFERENCIAS

NORMAS ADOTADAS

vi

16

20

23

24



RESUMO

A sepse de origem bacteriana apresenta alta taxa de morbiletalidade. Na sepse o
pulmio é o primeiro érgdo a ser comprometido. |
Na resposta a sepse, estudos experimentais, clinicos e epidemiologicos sugerem uma
diferenga sexual da resposta inflamatéria sistémica, sendo que o macho € menos resistente a
infec¢des que as fémeas.
.O Objetivo deste trabalho € avaliar a castragdo pds-natal sobre a resposta pulmonar na
sepse induzida em ratos.
Para isto foram utilizados 33 ratos Wistar distribuidos em 2 grupos:
CONTROLE (GC): 5 ratos machos, realizada a avaliacdo histoldgica do pulméo.
EXPERIMENTO (GE): 28 ratos submetidos a sepse por ligadura e perfuragfio de
ceco (LPC) e distribuidos em 3 subgrupos conforme descrito abaixo:
MACHO (SgM): 9 ratos adultos submetidos a sepse por LPC.
FEMEA (SgF): 9 ratas adultas submetidas a sepse por LPC.
CASTRADO (SgC): 10 ratos que no 4° dia de vida foram submetidos a
orquiectomia bilateral e quando adultos a sepse por LPC.
Apés a LPC os animais foram observados até o obito, quando se realizou a necropsia
e retirada de fragmento do pulmfo para analise histolégica, observando o nimero de
polimorfonucleares e mononucleares.
Observamos que 50% dos animais do SgC sobreviveram 24 horas, contra 33% do
SgF e 0% do SgM.
O numero de polimorfonucleares e mononucleares ndo foi diferente estatisticamente
entre o SgC e CG, estando estatisticamente aumentados no SgM e SgF.
Assim concluimos que o SgC apresentou maior tendéncia a sobrevida, e que as
alteragdes pulmonares observadas foram menores no SgC e maiores no SgM e SgF,

mostrando uma resposta inflamatdria menor no SgC.



SUMMARY

Introduction: Sepsis produced by bacterial infection shows a high degree of
mortality. During a sepsis, the lung is the first organ affect by this kind of infection. Several
experimental studies, clinical studies and epidemical studies indicate a sexual difference in the
inflamatory response between male and female subjets, in this case males normally is less
resistant than females. The endocrine system normally have a strong influence in the immune
system. |

Objective: Evaluated the effects of post-natal castration in the pulmonary response
during inducible sepsis in rats.
| Method: To this study we use 33 rats (Wistar) separated in 2 groups:

CONTROL GROUP (GC) = 5 adults males rats, wihthout any sepsis, in order to
analyse the normal histology of the lungs.

EXPERIMENTAL GROUP (GE) = 28 rats submited to sepsis by ligature and
perfuration of the cecum (L.PC) divided in 3 sub-groups as follows:

MALES (SgM ) 9 males rats submited to sepsis by LPC.

FEMALES (SgF) 9 female rats submited to sepsis by LPC.

CASTRATION (SgC) 10 males rats castrated in the 4° day after birth, and submited
by sepsis in adult age using LPC.

After LPC, all animals was observed until death and submited to necropsy. A
fragment of the right lung in all animals was submited to histologic and morphometric
analysis to evaluated the number of polymorphonuclear cells and mononuclear cells.

Results: 50% of the rats in the SgC have a survive time of 24 hs, against 33% of the
animals in the SgF and 0% in the SgM. The number of polymorphonuclear cells and
mononuclear cells in the lung in SgC and CG, shows no statistic differences, but in animals
of SgM and SgF groups, we found an increase of these cells with significant statistic
differences.

Conclusions: Rats in the SgC shows a increase of survival time after LPC.
Alterations in lung observed was less intense in animals of the SgC and greatly in animals of

SgM. In animals of SgC was observed a decrease of inflamatory response.



1. INTRODUCAO

A sepse de origem bacteriana continua com alta taxa de morbidade e de mortalidade '.
A sepse pode ser o evento final de um paciente em estado avangado de doenga grave,
como também é causa comum e potencialmente prevenivel de morte em pacientes com
doencas menos severas 2.
A literatura mostra taxa de mortalidade nos pacientes vitimas de sepse abdominal
oscilando entre 20 a 80% . A explicagio para a ampla faixa de variago entre os indices de
mortalidade nos trabalhos, reflete a diferenca de padronizagie nos pardmetros de observagio
da sepse .
A partir de 1992, uma tentativa de padronizagiio da sepse proposta por BONE & a
sepse passou a ser definida como uma resposta sist€émica a infeccfo, manifestando-se no
homem adulto por dois ou mais dos seguintes sinais: |
(1) temperatura maior que 38° C ou menor que 36° C,
(2) freqiiéncia cardiaca maior que 90 batimentos por minuto,
(3) freqii€ncia respiratoria maior que 20 respiragdes por minuto ou pressdo parcial de
CO; (PaCO;) menor que 32 mmHg, e

(4) alteragdes na contagem leucocitaria (maior que 12.000 células/mm’ ou menor que
4.000 mm?, ou mais que 10% nas formas imaturas). Quando severa estd associado
a disfuncdo orgénica, hipoperfusdo ou hipotenséo 29,1011

Tudo indica, que os eventos que decorrem da sepse e do choque séptico sdo causados
por endotoxinas produzidas por bacilos Gram negativos, com a¢do direta sobre as células,
causando lesdo ou alterando suas fungdes, ou ainda por agfo indireta, aparentemente, mais
importante, deflagrando a sintese, liberagfio ou ativagdo da cascata de mediadores derivados
das células do hospedeiro ' %1314,

Dentre os mediadores moleculares mais importantes ativados pélas endotoxinas
através da estimulagdo direta do sistema fagocitico mononuclear estdo a interleucina 1 (IL-
1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF) 1% 121314,

Estas citocinas, liberadas principalmente pelos macrdfagos, sdo responsiveis, no

endotélio, pelo efeito de aumentar a aderéncia leucocitaria, aumentando a sintese de



prostaciclina, a atividade pré-coagulante e a liberagdo de citocinas secundérias com poder
quimiotatico além da estimulagfio medular, como as interleucinas 1, 6 ¢ 8, ¢ o fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF) 10,12,13, 14

Quando o processo inflamatoério €¢ muito intenso, ha lesdo endotelial com aumento da

permeabilidade capilar e conseqiiente edema, que leva a oclusdo capilar e isquemia 10, 14, 15, 16,

7 sugerindo que a maior ameaga & sobrevida apds a sepse ndo decorre da infecgdo
propriamente dita, mas sim da progressiva disfungfo dos d6rgfios, como conseqiiéncia de uma
resposta inflamatéria sistémica '8, ‘

Aparentemente o pulmio € o primeiro 6rgdio a ser atingindo '. No pulmio a Sindrome
da Angustia Respiratdria Aguda (SARA) é reconhecida como uma das disfungdes orgénicés-,
sendo uma manifestacdo pulmonar causada pelo processo inflamatorio sistémico- nio
controlado, manifestada por uma resposta inflamatéria intensa do parénquima pulmonar a um
estimulo infeccioso ou néo, que pode ser local ou sistémico. Esta associada a sepse em 18 a
38% dos casos, sendo mais comum em pacientes que desenvolvem sepse por bactérias Gram-
negativas. Apesar de todos os avancos na terapéutica da SARA, a taxa de mortalidade € muito
alta, usualmente maior que 50% '°.

O diagnéstico de SARA ¢ dado quando ha um inicio agudo, indice de dano pulmonar
(PaOy/Fi0,) < 200 mmHg, infiltrado pulmonar bilateral ao Raio-X de térax e pressdo da
artéria pulmonar < 18 mmHg quando mensurada ou sem evidéncia clinica de hipertensio
arterial esquerda > '°.

Estudo experimental em ratos Wistar, mostrou hemorragia parenquimal e destrui¢io
do epitélio bronquico em animais submetidos a sepse, sendo a hemorragia parenquimal

relacionada com o 6bito do animal 7

. Também observou-se que os polimorfonucleares estdo
presentes em elevado niimero no pulmao de ratos onde induziu-se a sepse, sendo que estas sdo
as principais células na resposta aguda 19

Na resposta a sepse estudos experimentais, clinicos ¢ epidemioldgicos sugerem uma
diferenca sexual na suscetibilidade da resposta inflamatéria sistémica 202!,

OBERHOLZER %, mostrou que as mulheres possuem um risco menor de desenvolver
sepse e disfuncdo de multiplos 6rgéos e sistemas comparados aos homens, quando submetidos

a uma lesdo grave.



SCHRODER 2! em 1998, confirmou que existe diferenga sexual na sepse humana,
sendo que as mulheres possuem um melhor prognoéstico, e que este fato deve estar relacionado
com o aumento dos niveis de mediadores anti-inflamatérios nas mulheres.

Em recente estudo sobre sepse experimental em ratos Wistar, d"’ACAMPORA !
(1996) observou que as fémeas s3o mais resistentes a infec¢io que os machos, evoluindo com
menos freqii€ncia para o 6bito.

A literatura mostra que o eixo Hipotdlamo-Hipofise-Adrenal sofre influéncia de
nucleos hipotaldmicos sexualmente diferenciados, sendo capazes de alterar a resposta imune
induzida experimentalmente > 2.

O sistema imune também sofre influéncias diretas do sistema enddcrino. A
orquiectomia, principalmente em animais jovens, ndo permite a involugdo do timo e podendo
sofrer até mesmo hiperplasia. Estudos recentes sugerem que as células T e B sdo alvos da
agdo direta dos horménios sexuais 2*. ‘

HANDA %, em trabalho de revisdo (1994), relata que a castragdo de ratos machos no
periodo pré-puerberal ou quanto adulto aumenta o nivel de corticosterdide apos estresse, e que
a reposigdo de testosterona retorna a resposta do corticosteréide ao estresse como o animal
normal.

A testosterona possui atuagdo nas células T e interferem no sinal necessario para a
célula B produzir anticorpos, assim diminuindo a sua produgfio. J4 o estrogénio tem a
capacidade de aumentar a capacidade dos macréfagos e mondcitos de fagocitarem antigenos
24

O efeito dos hormonios esterdides na resposta imune, tornou-se objeto de muitos
 trabalhos nos dias atuais.

E descrito na literatura que ratos machos castrados aumentam os niveis de IgM e IgG
na resposta imune quando comparados aos ndo castrados, e que niveis de IgM estdo
relacionados com o numero de cromossomos X existentes 2* 2 ?7. Os niveis de IgM, 1gG e
IgA s@o maior nas fémeas que nos machos 2,

Na literatura ndo conseguimos achar uma resposta convincente do fato de os machos

serem menos resistentes a infecgdio que as fémeas, por isto foi montado um experimento que

pudesse reproduzir o fato e quem sabe esclarecer mais uma faceta desta cascata.



2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da castragdo pos-natal sobre a resposta pulmonar na sepse induzida

em ratos Wistar.



3. METODO

3.1. AMOSTRA

O experimento foi realizado no Laboratério de Técnica Operatoria e Cirurgia
Experimental do Departamento de Clinica Cirtrgica da Universidade Federal de Santa
Catarina. _

Foram utilizados 33 (trinta e trés) ratos adultos, machos, com idade de 180 dias, da
espécie Rattus norvergiccus da linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Os animais receberam alimentacfo propria para a espécie, com acesso livre a dieta e
dgua durante todo o periodo do experimento, sendo mantidos sob luz natural, mantendo o
ciclo dia/noite, em gaiolas de plastico comportando 3 animais por gaiola. A temperatura
média era de 25 graus centigrados (°C), mantida com a ajuda de um condicionador de ar, em
condi¢des ambientais de ruido, temperatura e umidade, consideradas como normais para o
meio.

Os animais foram distribuidos em 2 grupos:

1. GRUPO CONTROLE - GC (n=5): 5 (cinco) animais do sexo masculino, que foram
submetidos a eutanasia para. a obtencdo do lobo inferior do pulméo direito para avaliagio

morfométrica do pulmé&o normal.

2. GRUPO EXPERIMENTO - GE (n=28): Os animais deste grupo forma distribuidos em

3 subgrupos conforme descrito a seguir:

2.1. SUBGRUPO MACHO - SgM (n=9): 9 (nove) animais do sexo masculino
que foram submetidos a sepse de origem fecal, e apos tiveram um acompanhamento
clinico constante, sendo que os 5 (cinco) primeiros animais que evoluiram para o
6bito foram submetidos a necropsia e a retirada do lobo inferior do pulmﬁd direito

para analise morfométrica.



2.2. SUBGRUPO FEMEA — SgF (n=9): 9 (nove) animais do sexo feminino que
foram submetidas a sepse de origem fecal, e apds tiveram um acompanhamento
clinico consiante, sendo que os 5 (cinco) primeiros animais que evoluiram para o
obito foram submetidos & necropsia e a retirada do lobo inferior do pulméo direito

para analise morfométrica.

2.3. SUBGRUPO CASTRADO - SgC (n=10): 10 (dez) animais do sexo
masculino que no 4° (quarto) dia de vida foram submetidos & orquiectomia bilateral
e, quando considerados adultos, foi realizado a sepse de origem fecal, e apés
tiveram um acompanhamento clinico constante, sendo que os 5 (cinco) primeiros
animais que evoluiram para o 6bito foram submetidos a necropsia e a retirada do

lobo inferior do pulméo direito para analise morfométrica.

3.2. PROCEDIMENTOS
ANESTESICO

Os animais do SgC, quando apresentavam 4 dias de vida, foram submetidos a
anestesia geral através da inalagdo de éter etilico em uma campéanula contendo folhas de gazes
embebidas em éter etilico, até que os mesmos nfo apresentassem mais sinais de locomogdo,
constatado através do pingamento leve da pata traseira direita dos animais, a fim de se
certificar da profundidade da anestesia, sendo considerado o animal anestesiado, todos
aqueles que ndo apresentaram reflexo de retirada da pata ao pingamento.

Quando os animais do grupo experimento eram considerados adultos (peso entre 180
e 240g), foram submetidos a anestesia geral com uma solucdo de Cloridrato de Cetamina (5
mililitros) e solugéio aquosa a 2 % de Cloridrato de 2 - (2, 6-xilidino)- 5, 6 — dihidro -4 — H -
1,3 — tiazina (1 mililitro) sendo injetado 0,1 ml da solugdo para cada 100 g de peso do
animal, pela via intramuscular, na face interna da pata traseira direita. O animal foi
considerado anestesiado, quando havia perdido o reflexo corneo-palpebral e ndo exibia

qualquer reagdo motora pela preensdo do coxim adiposo de sua pata dianteira.



CASTRACAO

Os animais do SgC, apos serem anestesiados como descrito anteriormente, foram
posicionados, em decubito dorsal, sobre a base do microscopio cirargico com fixagdo através

de uma fita adesiva nas patas.

Figura 1 - Fotografia mostrando o animal com 4 dias de vida, sob anestesia inalatéria com éter etilico, fixado

com auxilio de fita adesiva sob a base do microscépio cirtrgico.

Apos a anti?sepsia da parede ventral do abdome com iodo-povidona, foram realizadas
duas incisdes para-medianas de 0,5 centimetros, situadas abaixo da cicatriz umbilical através
das quais foram exteriorizadas as gonadas. Reconhecidas as gonadas foi realizada a ligadura
da artéria testicular juntamente com o ducto deferente com fio de poligalactina 6-0. Apos a
exteriorizacdo e ligadura, foi realizada a sec¢fo dos testiculos juntamente com o epididimo de

cada um dos lados do animal.



Figura 2 - Fotografia mostrando a incisdo abdominal e a exteriorizagao do testiculo.

L
5

Figura 3 - Fotografia mostrando o fechamento da parede abdominal com fio de poligalactina 6-0.



Apo0s, a parede abdominal e a pele foram suturadas com pontos totais com fio de
poligalactina 6-0.

Apos a cirurgia os animais foram mantidos aquecidos com auxilio de um foco de luz
de 60 Watts a 25 centimetros de distincia, e assim que os animais manifestassem movimentos
de locomogdo, foram considerados recuperados da anestesia, sendo devolvidos para a gaiola
com a sua respectiva genitora, aonde permaneceram até atingir a puberdade.

Completada a puberdade (21 dias de vida), os animais foram separados da sua

genitora.

INDUCAO DA SEPSE EXPERIMENTAL

Apds serem anestesiados, os animais do grupo experimento foram imobilizados e
colocados em uma prancha de madeira de 30 cm x 35 cm e fixados pelas suas patas através
de fita adesiva, na posi¢do de decubito dorsal horizontal.

Ap6s a epilagdo e anti-sepsia com solugdo de iodo-povidona em toda a parede anterior

e lateral do abdome do animal, foi realizada uma laparotomia mediana de aproximadamente

3 cm.

Figura 4 — Fotografia mostrando a laparotomia mediana realizada nos animais do grupo experimento



10

Realizado o inventario da cavidade peritoneal, sendo reconhecido e exposto o ceco,
procedeu-se a ligadura do colo ascendente na sua por¢do mais proximal ao ceco com fio de
algoddo 3-0 e apos realizado uma incisdo de 5 mm em uma porgdo avascularizada do ceco,

quando era marcado o dia e o horario desta perfuragdo na folha de protocolo. Apos este

procedimento, 0 mesmo era devolvido a cavidade abdominal.

1

4

3
3
¥

i

Figura 5 — Fotografia mostrando a exposi¢do do ceco.

A sintese da cavidade abdominal foi realizada por planos, sendo suturados os planos
peritoneal e muscular com fio de polipropileno 5-0, em chuleio interrompido a cada quatro
pontos. A pele foi suturada com fio de nylon 5-0 em pontos simples separados.

Os animais foram acompanhados em sua evolugdo clinica até o 6bito.
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Figura 6 - Fotografia mostrando a ligadura com algoddo 3-0 na porg¢do proximal da al¢a ascendente do colo.

Figura 7 — Fotografia mostrando a perfuragao do ceco (indicada pela seta).
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Figura 8 - Fotografia mostrando a sutura da pele com pontos separados com fio de nylon 5-0.

AVALIACAO CLINICA

Os animais apos o procedimento cirtrgico, foram colocados isolados em gaiolas,
com acesso livre a agua e alimentagdo propria para a espécie, sendo oS mesmos
acompanhados clinicamente durante 24 horas, e no momento que ocorria o 6bito do animal, o
dia e o horario eram anotados na folha de protocolo e os animais que ndo evoluiram até o
Obito nas primeiras 24 horas apds a perfuragdo e ligadura do ceco foram submetidos a
eutanasia com o uso de altas dose de éter etilico inalatorio.

Foi entdo observado o tempo de sobrevida, em minutos, destes animais, deste o

momento da perfurag@o do ceco até 0 momento de seu oObito.
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NECROPSIA

Nos cinco primeiros animais, de cada subgrupo do grupo experimento, que evoluiram
para o Obito, € nos cinco animais do GC, foi realizada uma incisdo toraco-abdominal e
realizada o inventario das cavidades toracica e abdominal.

Para avaliagdo histologica, foi retirado unicamente o lobo inferior do pulmio direito,

sendo este fragmento escolhido por sorteio.

Figura 9 — Fotografia mostrando a incis@o toraco-abdominal e a retirada do lobo inferior do pulméo direito

(indicado pela seta).

AVALIACAO HISTOLOGICA

Apds a necropsia, o lobo inferior do pulméo direito dos animais era imediatamente

fixado em Formol a 10% tamponado com PBS 0,4M com pH de 7.4, e enviados ao
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Laboratorio de Histologia do Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Santa
Catarina.

As pegas foram submetidas ao processo de inclusdo em parafina com a face
diafragmatica do lobo inferior do pulmédo direito voltado para o plano de corte, apds foram
seccionadas em micrétomo para obtengdo de 6 cortes histologicos semi-seriados de 10
micrometros (um) de cada peca.

As laminas, assim obtidas, foram coradas pelo método da Hematoxilina-Eosina.

Posteriormente as laminas do pulmdo, j& devidamente coradas, foram submetidas a
analise morfométrica, com auxilio de uma grade de contagem, sob um aumento de 400x, no
qual se identificava bronquiolo propriamente dito, seccionado transversalmente na ldmina,
sendo que a parede lateral do bronquiolo foi posicionada na lateral esquerda do campo visual,
posicionando-se a grade de contagem (que foi colocada na ocular do microscopio)
tangenciando a parede bronquiolar, usando como referéncia a ultima camada de células
musculares lisas do bronquiolo propriamente dito. Delimitou-se, entdo, uma area com a
grade, medindo 100 um®, na porgdo lateral do bronquiolo. Dentro desta area foi contado o
numero de polimorfonucleares € monomorfonucleares.

Para a realizagdo desta contagem, a grade foi previamente calibrada, empregando-se
uma ldmina objeto, a fim de verificar o tamanho exato em micrdmetros de cada quadrado
pressente na grade de contagem. Para tanto, utilizou-se a técnica preconizada por
MANDARIM-DELACERDA (1995)

A andlise de todas as laminas foi realizada pelo mesmo pesquisador, tentando assim

evitar, a0 maximo, varia¢des no seu resultado.
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Figura 10 — Fotomicrografia com aumento de 400x, ilustrando como foi realizada a contagem celular com

ajuda da grade ocular.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram reunidos em planilhas e submetidos a analise estatistica.

A comparagédo do tempo de sobrevida dos animais foi feita utilizando-se a curva de
sobrevida de KAPLAN-MEIER.

J4& a comparagdo dos achados morfométricos, isto é, a contagem de células
inflamatorias nos diferentes grupos foi feita utilizando-se o teste estatistico ANOVA
modificado por NEWMAN-KEULS.

Os dados eram considerados estatisticamente significantes para um p < 0,05, sendo

anotado com asterisco os valores onde p foi significante.



4. RESULTADOS

Dos 28 animais do grupo experimento, 20 evoluiram para o 6bito em até 24 horas
apés a indugdo da sepse, sendo que os 8 animais que sobreviveram até 24 horas apés a
indugdo da sepse, foram submetidos a eutandsia. A curva de sobrevida de KAPLAN-MEIER

dos animais do grupo experimento encontra-se a seguir.
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Figura 11: Curva de KAPLAN-MEIER de sobrevida em 24 dos animais estudados conforme o seu subgrupo.

A seguir podemos ver a porcentagem de animais que sobreviveram as 24 horas de

observagdo apds a sepse conforme descrito na metodologia.
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TABELA 1: EFEITO DA CASTRACAO POS-NATAL NA SEPSE EXPERIMENTAL

EM RATOS WISTAR. ANIMAIS QUE SOBREVIVERAM 24 HORAS

APOS A INDUGAO DA SEPSE.
SUBGRUPOS N.° DE ANIMAIS % DE ANIMAIS
SgM 0/9 0%
SgF 3/9 33,3%
SgC 5/10 50%
TOTAL 8/28 28,5%

No SgM, todos os animais evoluiram para dbito nas 24 horas ap6s a indugédo da sepse,
no SgF 3 animais sobreviveram até a 24" hora perfazendo um total de 33,3% dos animais
deste subgrupo. Ja no SgC 50% dos animais sobreviveram as primeiras 24 horas.

Observamos que houve uma grande diferenga no percentual de sobrevida no final das
24 horas entre 0 SgC e 0 SgM ¢ entre o SgF e o SgM, e que esta diferenga ndo foi tdo grande
entre o SgC ¢ SgF. Assim vimos que os animais do SgC apresentam uma maior tendéncia a
sobrevida, seguido do SgF e que os animais do SgM apresentaram a menor tendéncia de
sobrevida.

Como descrito no método, foi realizada andlise morfométrica do pulméo de 5 ratos de
cada grupo, sendo que todos estes evoluiram para a morte antes de 24 horas, verificando o
nimero de mononucleares e polimorfonucleares, sendo que os resultados encontram-se a

seguir:
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TABELA 1II: EFEITO DA CASTRACAO POS-NATAL NA SEPSE EXPERIMENTAL

EM RATOS WISTAR. NUMERO DE MONONUCLEARES NO

PULMAO.
. MONONUCLEARES
Média Desvio Padrao

GC 15,40 3,13

SgM 38,20 4,86

SgF 31,00 6,40

SgC 20,40 7,79
TOTAL 29,86 9,65

Utilizando o teste estatistico ANOVA complementado com NEWMAN-KEULS,

observamos que existe uma diferenga estatistica entre 0 GC e o SgM (p < 0,001), entre 0 GC

e o SgF (p <0,01) e ndo havendo diferenca estatisticamente significante entre o0 GC e o SgC.

Comparando os subgrupos do grupo experimento entre si, observamos que hd uma

diferenca estatisticamente significante entre os SgM e SgC (p < 0,001) ¢ entre os SgF e SgC

(p <0,01). Entre os SgM e SgF ndo houve diferenga estatistica.
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Figura 12 — Nimero de mononucleares no pulméo dos ratos Wistar em estudos conforme o grupo.

LEGENDA: **=p <0,01 e ***=p < 0,001, quando comparado com o GC.
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TABELA III: EFEITO DA CASTRACAO POS-NATAL NA SEPSE EXPERIMENTAL

EM RATOS WISTAR. NUMERO DE POLIMORFONUCLEARES NO

PULMAO.
T POLIMORFONUCLEARES
Média Desvio Padrio

GC 17,20 4,60

SgM 37,80 12,39

SgF 33,00 9,61

SgC 24,80 8,31
TOTAL 31,86 10,99

Analisando a média dos polimorfonucleares entre os diferentes grupos, utilizando o
teste estatistico anteriormente descrito, observamos que ha diferenga estatistica entre 0 GC e
SgM e entre 0 GC e o SgF (ambos p < 0,05). Ja entre os demais grupos ndo observamos

diferenga estatisticamente significante.
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Figura 13 - Nimero de polimorfonucleares no pulm@o dos ratos Wistar em estudos conforme o grupo.

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



S. DISCUSSAO

O problema, sepse de origem abdominal, é freqliente na pratica médica, sendo
discutido sem que se tenha chegado a um consenso .

O modelo experimental ¢ um dos principais meios para a resolugfio destes topicos
conflitantes sobre a sepse de origem abdominal. Acredita-se que o modelo experimental € o
unico método de estudo em que € possivel avaliar e controlar os fendmenos sépticos desde a
sua instalagdo at¢ o momento de faléncia dos o6rgdos e sistemas, podendo-se interferir de
diferentes formas e em diferentes tempos neste processo L

A escolha do modelo de ligadura e perfuragdo do ceco para a inducdo da sepse,
ocorreu pelo modelo estar bem definido na literatura, estando descrito em diversos trabalhos.

OTERO-ANTON % relata que a ligadura e perfuragio do ceco com incisdo de 5 mm
leva a uma mortalidade maior que 80% em 24 horas, e que em apenas 5 horas apds a
perfuragdo hé hemocultura positiva, isolando bactérias do trato digestivo.

No entanto, varios trabalhos, tanto experimental como clinico, tem demonstrado que
as fémeas sdo mais resistentes a sepse que os machos, apresentando uma maior sobrevida 2
2! Assim observamos:

ZELLWEGER * observou que apés sepse de origem polimicrobiana em ratos, a
mortalidade era maior nos ratos machos, BAUERLE *' observou que as mutheres sdo menos
susceptiveis e tem um methor prognéstico na sepse, SCHRODER 2l mostrou que a taxa de
sobrevida para as mulheres era maior que a dos homens na sepse, ¢ WICHMANN 32 que
também observaram que um nuimero significativamente menor de mulheres necessita de
cuidados intensivos apds cirurgia, ¢ que ha uma menor incidéncia de sepse ¢ choque séptico
em mulheres do que em homens quando submetidos a cuidados intensivos, porém ndo
observaram uma diferenca na mortalidade entre ambos os sexos quando desenvolviam sepse
aguda.

Observou-se, no decorrer deste experimento que as fémeas tém uma tendéncia maior
a sobrevida que os machos, ¢ que em 24 horas apds a indugdo da sepse, 33% das fémeas

permaneciam vivas, € todos os machos haviam evoluido para a morte.
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Como WICHMANN *, em 1996, mostrou que hd um dimorfismo na resposta
imunolégica entre ratos machos e fémeas apds choque hemorrigico, existindo uma resposta
maior nas fémeas em relagio aos machos. Esta alteragio deve-se a significativa alteragdo nos
niveis de corticosterdides apos o choque hemorragico, que nos machos hd um aumento e nas
fémeas ndo ha alteragio nos niveis ou até uma diminuig&o.

Em trabalho posterior, também em 1996, WICHMANN 3# mostrou que a castragdo de
ratos machos antes de choque hemorragico previne a depressdo da fungdo imune mediada por
células, mostrando um efeito benéfico na deple¢iio de testosterona sobre a fungfio imune
celular apés choque hemorragico, nfio observando uma diferenca entre os niveis de
corticosterdide entre machos castrados e ndo castrados apds choque hemorragico, concluindo
que a manutengio da imunidade nos animais castrado apés choque hemorragico pode néo ter
relagdo com os niveis de corticoisteréides € sim com a.deficiéncia de testosterona.

O que foi observado neste trabalho, é que o subgrupo que apresentou a maior
sobrevida & sepse nas primeiras 24 horas foi o SgC, ou seja, os animais submetidos a
castragdo.

Tal fato, provavelmente, seja devido a diminuigdo do nivel da testosterona plasmatica,
e do fato dos animais serem castrados em idade pré-purbere, eliminando o efeito deste
ester6ide gonadal sobre o seu desenvolvimento.

7
, comparamos os achados

Como o pulméo & o primeiro érgdo afetado pela sepse !
da literatura com os 3 subgrupos deste experimento. Neste trabalho propusemos fazer uma
analise morfométrica dos leucécitos presente no pulmio dos animais.

PINE * em estudo observando o mau funcionamento orgénico e a morte de pacientes
com sepse de origem abdominal, observou que 28% dos pacientes que desenvolveram sepse
apresentaram mau funcionamento pulmonar, sendo o pulmfo o érgdo mais afetado, e que
63% destes evoluiram para a morte.

Segundo RUNCIE 36 o dano pulmonar provocado apoés infecgfio abdominal € causado
por contribui¢des de leucécitos, plaquetas, microémbolos, influéncias neurolégica, sistema -
complemento, citocinas e radicais livres. A adesdo de neutréfilos nos capilares pulmonares é
um importante mecanismo no dano pulmonar. Refere também que o dano pulmonar pode ser
limitado pela neutropenia.

Observou-se que os animais dos SgM e SgF apresentaram um ndamero

significativamente maior de mononucleares quando comparado ao GC, e que o SgC nio
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apresentou uma diferenéa estatistica destas células comparando com o GC. Também
observamos que houve uma diferenga estatisticamente significante quando comparando os
SgM e SgF com o SgC, sendo o nimero de mononucleares maior nos 2 primeiros subgrupos.
Assim observamos que o SgC apresentou-se mais semelhante ao GC neste aspecto.

Analisando os polimorfonucleares, vimos que o SgM e o SgF apresentaram um
nimero estatisticamente maior quando comparado ao GC. Quando comparando o SgC com o
GC ndo houve diferenga estatistica significante.

Nio foi encontrado trabalho semelhante na literatura, que utilizasse esta analise
mofométrica pulmonar, para poder-se comparar estes resultados com a literatura.

Com isto, observou-se que em relagdo a analise morfométrica realizada nos pulmdes,
o SgC ficou mais préximo ao GC, o que era previamente esperado pois vimos na literatura
que a diminuicdo do nivel de testosterona circulante favorece uma melhor ativagdo do

sistema imune, € por este grupo também ter apresentado uma maior tendéncia a sobrevida.



6. CONCLUSOES

1. As alteragdes pulmonares observadas foram menores nos animais do Subgrupo
Castrado e maiores no Subgrupo Macho ¢ no Subgrupo Fémea, sugerindo uma
resposta inflamatdria menor no Subgrupo Castrado.

2. Os animais do Subgrupo Castrado foram os que apresentaram uma maior tendéncia a

sobrevida apés a indugdo da sepse.
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