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A insuficiéncia renal aguda € uma complicagdo freqiiente em pacientes sépticos
associada com uma alta taxa de mortalidade. Uma -caracteristica importante € um
decréscimo na taxa de filtracdo glomerular, presentes em situacdes onde o fluxo sangiiineo
precisa ser mantido. Prevalecendo a hipdtese na qual a patogénese da insuficiéncia renal
sugere uma libera¢do ndo controlada e inapropriada de vérios mediadores inflamatoérios. Na
septicemia dominante, com ou sem choque séptico o tratamento proposto pode ser
extremamente dificultado pelo déficit clinico. Esta bem claro que os antibidticos sao
freqiientemente inadequados em hospedeiros imunocomprometidos embora sejam mantidos

como terapia inicial.

Adicionalmente, o controle nutricional, da pressdo arterial, e uma adequada
administracdo de fluidos e de eletrdlitos sdo criticos na manutencdo de pacientes com
septicemia. Um dos modelos de septicemia freqiientemente utilizado é o da ligadura e
perfuracdo cecal em ratos. Este modelo é semelhante a sepse humana em varios aspectos
importantes, tal como uma fase precoce da septicemia hiperdinamica e hipermetabdlica,
seguido de uma fase tardia da septicemia hipodinamica. O abscesso intra-abdominal
causador desta condi¢do e a desvitalizacdo de tecidos, sendo também fontes comuns de

septicemia em pacientes.

Estudos recentes também sugerem o envolvimento do 6xido nitrico (NO),
gerado pela oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), na patogénese da insuficiéncia renal
endotoxina-induzida. Vérios estudos demonstram que administra¢do a curto prazo de N*-
Nitro-L-Arginine Methyl Ester (L-NAME), um inibidor da 6xido nitrico sintase (NOS),
resulta em um aumenta imediato da pressao arterial em ratos, coelhos e caes. O aumento
imediato da pressdo arterial reflete principalmente em um aumento do tonus do musculo
liso vascular, com uma consequente queda da NO sintase. Uma atividade aumentada do
nervo simpatico renal tem sido descrita apds a inibi¢do aguda da NO sintase, sugerindo que

0s mecanismos neurogénicos podem contribuir na elevacao da pressao arterial.

A administracdo de um adequado volume de fluido € importante para a resposta
hiperdindmica e também para a manutenc¢io do controle do estado hemodinamico apds a
ligadura e perfuracdo cecal (CLP) nos ratos. No presente estudo, 3 mililitros por 100
gramas de peso corporal de uma solucdo de NaCl 0,15M foram administrados via

subcutanea imediatamente apds CLP, como recomendado previamente.
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O presente estudo foi desenvolvido para comparar o comportamento da pressao
arterial e da manipulacao tubular renal de sédio em trés grupos (grupo experimental versus
controle, n=10 cada) de ratos Wistar-Hannover, masculinos, adultos (pesando entre 250-
300g) as 3, 6, 12 e 18 horas ap6s ligadura e perfuracio cecal (CLP): Ratos: 1) CLP e sham-
operados veiculo-tratado, 2) CLP e sham-operados L-NAME-tratados, e 3) CLP e sham-
operados 0,15M NaCl-tratados. Trés séries de experimentos foram desempenhados entre 3

e 18 horas, uma vez que a maioria dos animais morreram depois de 24 horas apds a CLP.

A pressdo arterial e a avaliacdo da funcdo renal foram realizados as 3, 6, 12 e
18h ap6s CLP em ratos conscientes através do método cauda-manguito e os testes da
funcao renal realizados em gaiolas metabdlica individuais através dos clearances renal de
creatinina e litio no 7° dia seguinte ao inicio da administracdo de L-NAME (60mg/kg/dia) e
as 3, 6, 12 e 18h, e apds administragdo de 3ml/100g de peso corporal de NaCl 0,15M sendo
que a pressdo arterial foi progressivamente aumentada de 127+3,5mmHg para
149+13,0mmHg (P<0.05%) no grupo sham-operado e a pressdo arterial significativamente
decresce para 96+8,0 mmHg, 18h depois da CLP. Assim, o desenvolvimento da hipotensao
arterial foi significativamente lento e atenuado nos ratos sépticos L-NAME-tratados. Por
volta do 7° dia de tratamento o aumento da pressado arterial foi acompanhado por uma queda
ndo significativa do clearance de creatinina de 310+£32ul/min/100g para
305+23ul/min/100g e sem alteracOes da fracdo de excrecdo urindria de s6dio. No grupo
CLP, o tratamento com L-NAME ndo preveniu a queda da filtracio glomerular (de
294+25ul/min/100g para 185+16u1/min/100g), bem como uma rejeicdo proximal de sédio
(de 43,7+4,4% para 53,0+3,3%) 18h ap6s inducdo da septicemia. Sendo acompanhado de
um aumento adicional na fracdo de excrecdo renal de potéssio (de 0,15+0,04% para
0,314£0,03%) em ratos sham-operados e em ratos com septicemia, respectivamente, € uma
elevacdo no proximal seguido por uma consecutiva queda da excrecdo pds-proximal do

s6dio comparado com a excrecdo urindria de sédio sem alteracdes no grupo sham-operado.

A reposicao com fluido foi realizada com o objetivo de melhorar a circulacao
sangiiinea e a funcao renal em ratos sépticos. A administracdo de um volume adequado de
fluido € importante para manutencdo da estabilidade hemodinamica apds a CLP em ratos.

Entretanto, no presente estudo, 3ml por 100g de peso corporal de solu¢ao de NaCl 0,15M

Resumo
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administrada subcutidneamente ndo melhoraram significativamente a taxa de sobrevida e da
funcdo tubular renal. Nossos resultados sugerem que o fluido de ressuscitagdo promovem
um decréscimo lento e atenuado da pressdo arterial e da taxa de filtragdo glomerular, com
base na compreensdo corrente da fisiopatologia do balanco de fluidos, deveria ser
assegurado liberagdo adequada da oxigenacdo do sangue, otimizando a pressao de perfusao
e do volume circulante independentemente de um aumento adicional na reabsorc¢ao tubular
de sddio nos segmentos dos néfrons. Pode-se recomendar a manutencao em niveis elevados
a pressdo venosa durante a administragdo do fluido de ressuscitacdo, visto que um fluido de

ressuscitacdo adequado poderia sustentar a fun¢do renal, e revelar ser um bom resultado.

Palavras Chaves: Sepse experimental, funcdo renal, 6xido nitrico, pressdo arterial,

natriurese € clearance de litio.
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Septicemia caracteriza-se pela multiplicagdo hematogénica bacteriana de
etiologia multicausal. Acomete principalmente pacientes em estado critico, apds
traumatismos graves, procedimentos cirdrgicos ou como complica¢do de procedimentos em
terapia intensiva como a cateterizacdo intravascular, a administracdo intravenosa de
solucdes com drogas, solucdes eletroliticas e de nutricdo parenteral, ou a cateterizacao

vesical.

Segundo VINCENT (1996), as complicacdes decorrentes de uma septicemia
sdo conseqiiéncias direta de efeitos destrutivos e toxicos causados pela disseminacao

intravascular das bactérias e endotoxinas.

Endotoxina, segundo WOLF (1904), caracteriza-se como glicolipoproteina

constituinte da parede celular das bactérias.

A andlise quimica da endotoxina purificada indica que esta é constituida
quimicamente de uma por¢do de polissacarideo ligada covalentemente com uma molécula
de gordura denominada lipide A, recebendo a partir de entdo a denominacdo de

lipopolissaride (LPS) (SHEAR & TURNER, 1943).

Atualmente, os termos endotoxina (WOLFF, 1904) e LPS (SHEAR &
TURNER, 1943) sdo usados como sindnimos para a mesma molécula (RIETSCHEL et al.,
1996), caracterizando-a como molécula resistente ao calor, associada a célula inicialmente

identificadas no Vibrio cholerae e posteriormente na Salmonella e na Serratia.

As endotoxinas foram isoladas na década de 50, em bactérias do tipo gram-
negativas, BORDEN & HALL (1951); BRAUDE et al. (1953), sugeriram que o choque
séptico em humanos provocados por bactérias gram-negativas fosse causado por
endotoxinas. Elas apresentam um importante espectro de viruléncia, provocando no
hospedeiro, manifestagdes tais como: pirogenicidade, leucopenia ou leucocitose e choque

hemodinamico irreversivel (RIETSCHEL et al., 1996).

Obviamente, ndo somente a endotoxina, mas também a exotoxina
(superantigeno [SAg] ), um grupo de proteinas bacterianas e virais com a capacidade de
interagir com células imunologicamente competentes e linfécitos T (HERMAN et al.,

1991), induzem no rato, choque séptico letal.

Introdugdo

39



MARCHANT (1995), observou também que, na septicemia ocorre uma
seqliéncia de respostas imunoldgicas implicando uma rede complexa de mediadores
sintetizado no hospedeiro relacionados aos mecanismos de defesa natural do organismo.
Portanto, a presenca de hemoculturas positivas ndo parece ser o requerimento essencial

para o estabelecimento do curso e progndstico do choque séptico (VINCENT, 1996).

Um conjunto de sinais e sintomas que caracterizam a septicemia serdao descritos

abaixo:

Sinais e sintomas da septicemia

A hipotensao arterial [pressao arterial média (PAM) inferior a 90mmHg] evolui
para disfun¢do circulatéria aguda, atenuada efetivamente pelo uso de infusdo de salina
endovenosa, suporte inotropico e de vasoconstrictores, que quando utilizados promovem
respostas consistentes e imediatas. Sinais de hipoperperfusdo tecidual como oliguria
(reducdo do fluxo urindrio <20 mL/hora), alteragdes neurosensoriais, elevacdo de lactato
sérico, febre ou hipotermia, leucocitiria, taquipnéia, taquicardia e alteracdes do tonus
vascular, sdo mediados por indmeras substincias, liderados principalmente pela liberagao

de 6xido nitrico (NO) (VINCENT, 1996).

Adicionalmente, a elevacdo dos niveis séricos de IL-6 e TNFa estdo
correlacionados com a severidade do choque séptico (MARECAUX et al., 1995; BOYLE
et al., 2000).

AlteracOes hemodindmicas: Foram observados no choque séptico, dois regimes

hemodinamicos distintos:

O “choque morno” com padrdo hiperdinamico e hipercinético tipico da fase
inicial do choque séptico onde usualmente deveria estar presente, a taquicardia, o débito
cardiaco (DC) elevado ou normal, uma redugdo significativa da resisténcia vascular
sisttmica (PARKER & PARRILO, 1983; PARKER et al., 1984; SHOEMAKER, 1971;
ABRAHAM et al., 1983; GROENEVELD et al., 1986; VINCENT et al., 1992)
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O “choque frio” com padrao hipodindmico e hipocinético caracterizado pela
reducdo do DC, vasoconstric¢ao perférica e hipoperfusdao das extremidades e observado na
fase tardia do choque séptico habitualmente refratario a terap€utica com reposi¢ao volémica
e drogas vasomotoras (RUOKENEN, 1991), sendo demonstrado em um estudo
restrospectivo realizado em 2469 pacientes em terapia intensiva, no qual registrou-se uma
taxa de mortalidade intra-hospitalar superior a 73% por choque séptico, sendo a hipotensao

arterial refratdria a terap€utica a principal causa de faléncia de multiplos 6rgdos e de morte.

Uma redugdo importante, mas transitdria no padrao hipocinético hemodinamico
foi obtido com uma reposicdo volémica mais agressiva e associada com agentes inotrépicos

e vasomotores (VINCENT et al., 1990; VINCENT, 1996).

O débito cardiaco alterado no choque séptico é causado pelo desequilibrio entre

a oferta e a demanda do miocérdio de oxigénio, revelando um elevado indice cardiaco.

Um fator preponderante no prognéstico de pacientes em choque séptico € a
manutencdo da homeostase hemodinamica (VINCENT et al., 1990; METRANGOLO et al.,
1995).

Depressao da fungdo miocdrdica: Citocinas e o NO t€m sido implicados nas alteragdes

contrateis (BRADY et al., 1992).

A elevagdo transitéria do débito cardiaco € causada pelo aumento do
cronotropismo cardiaco e pela diminuicdo da resisténcia vascular com conseqiiente

elevacdo do volume sistdlico e da fracdo de ejecdo ventricular (PARKER, 1984).

Alteracdo vascular: A secre¢do inicial local de NO (um dos mediadores de vasodilatacao),

ttm suplantado a contraregulacdo vasomotora da atividade alfa-receptora
catecolaminérgica. O insucesso desta auto-regulacdo promove uma erratica distribui¢do
tecidual do fluxo sangiiineo, tendo como conseqiiéncia uma reducdo na regulacdo
vasomotora, obstru¢do microvascular, formagao de shunt arterio-venoso, edema e menor

extracao tissular de oxigénio (VINCENT, 1996).
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Alteragdo da perfusdo orgénica: Manchas na pele e redu¢do do débito urindrio sdo sinais

precoces da hipoperfusao tecidual. A redugdo da perfusdo renal € estimada pela queda na
concentra¢do urindria do sédio e pela elevacdo da osmolaridade urindria. No choque séptico
que apresenta uma evolucdo para isostendria, sugere uma disfuncdo tubular evidente.
Alteragdes do fluxo sangiiineo cerebral apresentando sinais importantes como obnubilagao,
desorientacdo e confusdo mental persistente (PARKER & EMERSON, 1977; EKTROM-
JODAL et al, 1982; MILLER et al, 1987; BONE et al., 1991).

Lactato sangiiineo: Na septicemia, a queda do pH sangiiineo as custas de uma elevacdo na

lactemia além de ser indicativo de um desequilibrio entre suprimento e captacao tecidual de
oxigénio, prevalecendo mecanismos metabdlicos anaerdbicos, também sugere alteragdes do

metabolismo do piruvato e aumento da atividade glicolitica (VANY, 1996).
Resposta celular inflamatoria sistémica na septicemia.

Na septicemia o recrutamento de células inflamatdrias em 6rgdos ou sistemas
comprometidos, caracteriza-se como um mecanismo necessario e essencial para defesa do
hospedeiro a agentes agressores e resulta da interacdo entre moléculas cuja superficie
podem estar expressas na membrana celular de leucdcitos e do endotélio vascular

(PAJKRT, 1996).
Choque séptico

Quando no processo evolutivo da septicemia estabelece o colapso circulatério
irreversivel, fica estabelecido o choque séptico, disfungdo hemodinamica freqiiente,
acompanhado de elevada taxa de morbidade e mortalidade. O choque séptico caracteriza-se
por um estado de inadequada perfusdo tecidual induzidos pela bacteremia e pela

conseqiiente hipotensdo, hipoxemia e déficit nutricional tecidual (PARRILO et al., 1993).

Alguns pacientes com bacteremia por neisseria meningitidis, streptococcus
pneumoniae, Sstreptococcus pyogenes, haemophilus influenza e outras espécies podem
apresentar inicialmente uma circulagdo hiperdinamica seguida gradualmente por uma
resposta hipodindmica devido a reducdo da performance cardiaca e a vasodilatacio

irreversivel (MERCIER et al., 1988).
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Insuficiéncia Renal Aguda

O processo evolutivo da septicemia endotoxica estabelece o colapso
circulatério, evoluindo para faléncia de multiplos 6rgaos (FMO), liderado precocemente
pela disfuncdo renal, culminando no estabelecimento de insuficiéncia renal aguda

(MANZO et al., 1993). Esta seqii€éncia de eventos € pouco conhecida.

Embora os mecanismos da insuficiéncia renal aguda ndo estejam ainda bem
definidos na endotoxemia, alguns mediadores cujo envolvimento é bem estabelecido
particularmente o fator de necrose tumoral (TNF a), podem desencadear uma cascata de
alteracdes metabdlicas e hemodinamicas que estdo implicadas na reducdo da taxa de
filtracdo glomerular e do fluxo sangiiineo renal (LUGON et al., 1989; HIRSCHBERG &
KOPLE, 1989; THIJS & THIJS, 1998).

PALSON et al., 1997, relataram recentemente, uma evolucio rpida e precoce
para faléncia renal em modelos animais utilizados para o estudo da septicemia. Neste
estudo, as seguintes alteracdes foram observadas: hipotensdo arterial, reducdo do fluxo
plasmaético renal, lesdo nefrotoxica epitelial da endotoxina ou de seus mediadores e, a
elevacdo da atividade simpdatica eferente. Estas modificagdes metabdlicas ou

hemodinamicas sdo alguns dos fatores que podem comprometer a funcdo renal.

Dados obtidos em estudos de modelos experimentais de PALSON et al. (1987)
que revelaram durante a infusdo intravenosa de E. coli vivas em ratos conscientes, uma
queda de aproximadamente 40% do débito cardiaco e de até 60% do volume plasmaético.
Neste estudo a pressao arterial média decresceu aproxidamente 20% aos 180 minutos apds

o inicio desta infusdo bacteriana.

Foi demonstrado também, que a infusdo bacteriana induz a uma elevacao de

duas a trés vezes a atividade simpdtica renal (PALSON et al., 1998).

Observacodes feitas por KREFT et al. (2000), apds perfusdo em preparacdo de
rins isolados de ratos com perfusato contendo E. coli uropatogénica selvagem tipo 536/21
WT, mostraram uma deterioracdo aguda da funcdo renal com reducio significativa da taxa
de filtracao glomerular e do fluxo sangiiineo renal. Apés perfusao renal com uma linhagem
de bactéria com escassa viruléncia patogénica (tipo 536/21), ndo foram observadas

modifica¢des funcionais relevantes dos rins, quando comparados a ratos controles.
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WU et al. (1999), compararam a func¢do renal de ratos com insuficiéncia renal
aguda pods-septicemia induzida pela administracdo intraperitoneal de E. coli, a ratos
submetidos a isquemia por clamp da artéria renal durante 60 minutos, seguido de
nefrectomia contralateral e a animais apds administracdo intraperitoneal de E. coli
associada a isquemia. A disfuncdo renal foi significativamente mais acentuada nos dois

grupos submetidos a administracdo de E. coli.

KUHLMANN et al. (1994), demonstraram que a septicemia por perfuragdo
cecal, evolui para necrose do ceco e formagdo de abscesso pericecal, modelo andlogo
aquele em pacientes com insuficiéncia renal aguda secundéria ao choque séptico humano.
Este modelo de septicemia apresenta uma evolucdo clinica caracterizada por uma fase
inicial hiperdinamica e hipercatabdlica, seguida por um periodo hipodindmico no qual
ocorrem elevagdes dos niveis séricos de lactato e uma significativa queda do fluxo

sangiiineo em 6rgaos e tecidos.
Propostas terapéuticas para insuficiéncia renal aguda pos-sepse

A septicemia carateriza-se propriamente por um conjunto de achados clinicos e

laboratoriais marcados por uma reacdo inflamatéria em vérios sistemas e aparelhos.

Durante o processo infeccioso observado em doentes criticos a evolug@o para o
choque séptico na maioria dos casos € inexordvel, sendo que procedimentos terapéuticos

permanecem pouco efetivos e conseqiientemente pouco conhecidos.

7z

A reposicdo volémica € utilizada como tratamento inicial mais importante,
seguida de uso de suporte inotrépico com drogas vasoativas, na tentativa de restauracao
hemodinamica, acompanhada pelo uso de antibidticos especificos (HEEMSKERK et al.,

1997%).

Recentemente, abordagens empiricas t€ém utilizado anticorpos monoclonais ou
proteinas recombinantes na tentativa de bloquear a resposta inflamatéria durante a
septicemia. Estas intervencgdes, entretanto, ndo modificam a sobrevida dos pacientes ou

animais acometidos (HEEMSKERK et al., 1997A).
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A imunoterapia tem sido empregadas nos modelos animais, utilizando-se
antagonistas do receptor de interleucina-1 (IL-1Ra), anticorpos antifator de necrose tumoral
(anti-TNF) e antagonistas do fator ativador de plaquetas (PAFa), os resultados observados,

entretanto, t€ém sido imprevisiveis (PAJKRT, 1996).

Assim, a proposta de estudos de modelos animais tem sido implementada na
tentativa de definir os possiveis mecanismos fisiopatologicos para as disfungdes
metabolicas e de 6rgios ou tecidos durante a septicemia, bem como definir e propor com
bases nestas evidéncias fisiopatolégicas, procedimentos terapéuticos eficazes

(BRANDTZAEG et al., 1996).
Inibiciao da formacao de éxido nitrico

Os mecanismos fisiopatolégicos dos modelos experimentais de septicemia
comandados por inimeros mediadores, e liderados pela secrecdo pardcrina de 6xido nitrico

(NO), sdo pouco definidos.

Tem sido evidenciado que o sistema nitrérgico estd envolvido na génese da
sepse irreversivel como mediador secundario da endotoxemia (EVANS, 1993), e também,
que o NO derivado da oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) € mediadora na septicemia de

hipotensio arterial e de distirbios metabdlicos (STRUNK et al., 2001).

O efeito do N“-Nitro-L-Arginine Methil Ester (L-NAME), um inibidor da
atividade da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) que € uma enzima produtora de NO
(SESSA, 1994), sobre a pressdo arterial e funcdo renal em animais septicémicos nao €

conhecida.

Entretanto, STRUNK et al. (2001), mostraram que a inibi¢do ndo seletiva da
iNOS pelo L-NAME, pode contribuir para a prevencdo da hipotensdao arterial e das
alteragdes metabodlicas em ratos portadores de septicemia, preservando assim, uma

vasodilatacdo endotélio-dependente.

Os estabelecimentos destes aspectos podem permitir uma abordagem

terap€utica mais racional e efetiva desta grave situacdo clinico-experimental.
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PAJKRT (1996), demonstrou que o NO é um importante regulador do tonus
vascular mesmo durante a septicemia. As células endoteliais mantém o tOnus vascular
através da producao de NO pela estimulagdo da 6xido nitrico sintase constitutiva (cNOS) I
e II a partir da L-arginina. As citocinas induzem a producdo NO através da 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) tipo III. O aumento da producdo de NO pode estar envolvido
patogé€nicamente no desenvolvimento de hipotensdo irreversivel. Contudo uma inibig¢ao
completa da NOS poderia ndo ter beneficio pleno no tratamento da hipotensao arterial e da
septicemia, uma vez que o NO inibe tanto a adesdo dos neutréfilos CD 18-dependente

quanto a agregacao de plaquetas nas células endoteliais.

O bloqueio especifico da producao de NO resulta na reducao da severidade do

processo inflamatério (DINARELO, 1996).

NO ¢€ considerado mediador secundario de endotoxemia atuando localmente
como vasodilatador, cujo efeito celular parece ser sinalizado pela elevagdo intracelular de
via estimula¢do 3’,5’-Guanosina Monophosphato ciclico (GMPc), inibindo a agregacao
plaquetdria bem como a secre¢do local de prostaciclina e outras substancias vasomotoras de

origem endotelial (EVANS & COHEN, 1996).

Tem sido demonstrado que o NO € mediador secunddrio e o alvo final da

vasodilatacdo e do choque LPS-induzido (BOYLE et al., 2000).

Por outro lado, a inibi¢do da sintese de NO pelo andlogo de L-arginina, N®Nitro
L-Arginine Methil Ester (L-NAME) provocam uma atenuacdo da queda pressérica TNF-
induzida em cides (SHULTZ et al., 1992).

O desenvolvimento de hipotensdo arterial € certamente um dos principais
fatores deletérios do choque séptico, conduzindo uma isquemia que danifica 6rgdos e

tecidos.

A GMPc tem muitos efeitos dentro células, mas sua acdo principal € no
relaxamento vascular que produz vasodilatacdo sist€mica conduzindo a queda da resisténcia
vascular periférica (RVP) e com conseqiiéncia queda na pressdo arterial sist€émica

(GLAUSER et al., 1991).
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Anélogos da L-arginina, a N”-Monometil-L-Arginine (L-NMMA), e a N®-
Nitro-L-Arginine Methil Ester (L-NAME) podem atenuar a queda pressoérica LPS-induzida

ou apds injecdo de bactérias vivas em modelos experimentais (THIEMERMANN &
VANE, 1990).

O nivel basal de NO e a produgdo de isoformas constitutivas (c(NOS) endotelial
¢ essencial para manutencio da perfusdo tecidual e, em alguns modelos de septicemia em
animais tratados com inibidores da NOS, tem sido verificado colapso vascular, rapida
faléncia de 6rgdos e morte (NAVA et al., 1992; WRIGTH et al., 1992; BROUCKAERT
et al., 1996; EVANS et al., 1996).

Reposicao de volume

A reposicdo volémica minimiza o choque hemodinamico induzido pela
septicemia auxiliando na perfusdo microcirculatdria, restaurando o fluxo sangiiineo e a
oferta de oxigé€nio para 6rgdos vitais, como foram demonstrados por HEEMSKERK et al.
(1997%), porque, no tratamento inicial do choque séptico, a reposicio volémica com
solucdes cristaldides ou coldides promove uma melhora hemodindmica significativa,

associada a uma melhor perfusao tissular.

Uma etapa critica da septicemia € a queda da taxa de filtracdo glomerular. A

fluidoterapia nem sempre tem sido capaz de prevenir a faléncia renal aguda.

A administracdo de fluido de ressuscitagdo pode beneficiar a fung¢do renal em
experimentais, utilizando a administracdo de bactérias vivas, enquanto a faléncia renal
induzida pela endotoxemia ndo pode ser prevenida pela volumeterapia com coldides ou

cristaléides (HEEMSKERK et al., 1997%).

VAN LAMBALGEN et al. (1993), revelaram que durante choque endot6xico, o
fluxo plasmatico renal decresce e a fragcdo da filtracao (FF) ndo modifica compensando esta
queda. Esta mudanga pode resultar em insufici€éncia renal, mas seu mecanismo nio €
compreendido. Endotoxinas induzem a liberacio de mediadores, tais como citocinas,
proteinas de fase aguda, fator de ativagdo plaquetdria, derivados do 4cido aracdodnico (ex.
prostaglandinas, tromboxanes, leucotriens), ou induzem a migragdo ou taquifilaxia

leucocitéria.

Introdugdo

47



SMITH et al. (1993) revelaram também que, com a reposicdo volémica em
modelos animais durante a endotoxemia produzida pela inje¢do intravenosa de LPS e a
septicemia produzida pela CLP foram observados uma melhora na sobrevivéncia nestes
grupos experimentais, € estavam também associados a uma elevacdo atenuada dos niveis

séricos do fator de necrose tumoral (TNFa), quando comparados aos seus controles.

Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na septicemia e no choque séptico

em pacientes, bem como em modelos experimentais sdo pouco conhecidos.

A definicao destes aspectos permitird uma abordagem terapéutica mais racional
e efetiva. Além do uso de antibidticos, medidas de suporte hemodindmico parecem ser
fundamentais tais como: adequado suporte nutricional, reposicdo e manuseio adequado de
fluidos e eletrdlitos, supressdo ou drenagem de focos de infec¢do que sdo criticos para

recuperagdo efetiva de pacientes com septicemia.
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2. OBJETIVOS
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Assim, com base nos conhecimentos previamente descritos o presente estudo

visa avaliar as possiveis alteracOes renais envolvidas na septicemia induzida pela CLP.

Sao objetivos do trabalho:

1. Definir as alteracdes pressdricas ocorridas apdés 3, 6, 12 e 18 horas da

septicemia induzida pela CLP.

2. Estabelecer as modificacdes funcionais renais que acompanham a CLP as 3,
6, 12 e 18 horas, através da avaliacdo de clearance de creatinina e do clearance de litio

como marcadores da manipulacdo tubular renal de sédio.

3. Avaliar o comportamento pressorico e funcional renal apds tratamento prévio

dos animais sépticos com um inibidor da sintese de 6xido nitrico.

4. Avaliar a repercussdo da administracdo subcutinea de cristaloides, em

animais sépticos, sobre a pressao arterial e fungdo renal, avaliada pelos C¢; e Cy;
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3. MATERIAIS E
METODOS
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I-Animais

O s experimentos foram realizados utilizando ratos da linhagem Wistar-
Hannover, pesando de 250-300g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Unicamp, SP
(CEMIB). Apdés o desmame, os ratos recebiam como alimento, racdo para ratos tipo
Labina, marca Purina, Campinas SP. Cuja concentracdo de sédio era de 61,3+9mEq/Kg
(0,37+0,02g/100g de ragao) e de potassio 113+4mEq/Kg (0,84+0,03g de rag¢do). O sddio na
composi¢io das ragdes animais € expresso em duas formas na literatura cientifica: %Na" ou
%NaCl. Esta ultima pressupde que todo o sddio esteja sob a forma de NaCl (NaCl em
gramas por 100g de alimento) como determinamos pela fotometria de chama a
porcentagem de Na' nas racdes de nossos animais, quando nos referirmos ao metabolismo
salino estaremos denotando o valor obtido como %Na". Para determinar a quantidade de

%NaCl consumida basta multiplicar a quantidade de %Na" por 2,54.

A porcentagem de sédio na racdo usada encontra-se dentro de um intervalo
arbitrariamente considerado como normossédica (0,25 e 0,5g de s6dio/100g de racdo). E
bom lembrar que a necessidade minima de s6dio para um crescimento adequado dos
animais ¢ de aproximadamente 0,05g de s6dio/100g de ragdo, sendo este o minimo

adequado para a reproducio (GANGULL et al, 1969*®).

II-Grupos e protocolos experimentais

Para examinar a variacdo temporal da fungdo renal e da pressdo arterial caudal
ap6s 3, 6, 12 e 18 horas da ligadura e perfuracdo do ceco e as possiveis implicacdes da
administragdo subcutinea de cristaléide (NaCL 0,15M) e do N“-Nitro-L-Arginine Methil

Ester (L-NAME), foram definidos os seguintes grupos experimentais (vide tabela 1):

GRUPO 1: Ratos submetidos a inducdo de septicemia pela perfuracio cecal
(CLP) as 3, 6, 12 e 18 horas acompanhados por seus respectivos grupos controles sham-

operados.
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GRUPO 2: Grupos experimentais sepse-induzidos pela CLP, e seus controles

tratados previamente por via oral com inibidor da 6xido nitrico sintase, o L-NAME.

GRUPO 3: Animais sepse-induzidos pela CLP aos quais foi efetuada
imediatamente apds o procedimento cirdrgico uma administracdo subcutianea de solugao

salina 0,15M, comparando suas respostas a grupos de animais sépticos ndo tratados.

I1.1-Tratamento prévio dos animais

Para todos animais dos grupos estudados foram permitidos livres acessos a dgua

e ragdo solida.

I1.1.1-Aos animais do grupo 2 foi administrado N“-Nitro-L-Arginine Methil
Ester (L-NAME) (Sigma Chemical Co) pela gavagem oral na dose 60 mg/kg/dia (6
mg/100g de massa corporal) (XAVIER el al.,, 2000) diariamente, durante 7 dias

previamente a indu¢do de septicemia.

I1.1.2-O grupo tratado pela administra¢do subcutanea de NaCl 0,15M, recebeu a
administracdo subcutdnea de 3ml/100g de massa corporal de solucdo cristaldide
(WICHTERMAN et al., 1980), em quatro pontos eqiiidistantes da regido dorsal do animal

ato imediatamente apds a ligadura e perfuragdo cecal
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Tabela 1: Constituicao dos grupos experimentais

Tempo Sepse 3 horas 6 horas 12 horas 18 horas

Séries

Série 1 Col

Expl

Série 2 Co2

Exp2

Série 3 Co3

Exp3

Legendas:

Série 1: Comparagdo entre os grupos de ratos submetidos & ligadura e perfuracdo cecal (CLP), e o seu

respectivo controle submetido a cirurgia ficticia (ratos sham-operados), ambos sem tratamento.

Grupo Experimental 1 (Expl) - Ratos submetidos a ligadura e perfuragdo cecal sem tratamento.

Grupo Controle 1 (Col)- Ratos sham-operados sem tratamento

Série 2: Comparagd@o entre os grupos de ratos submetidos a ligadura e perfuragdo cecal, e o seu respectivo

grupo controle composto por ratos sham-operados, ambos previamente tratados com L-NAME.

Grupo Experimental 2 (Exp2) - Ratos submetidos a ligadura e perfuracdo cecal para indugdo de septicemia L-

NAME tratados.

Grupo Controle 2 (Co2)- Ratos sham-operados L-NAME tratados.

Série 3: Comparagdo entre os grupos de ratos submetidos a ligadura e perfuragcdo cecal tratados pela
administracdo subcutanea de solugdo salina a 0,9% (0,15M), e um grupo de ratos submetido a CLP sem

tratamento.

Grupo Experimental 3 (Exp3) - Ratos submetidos a ligadura e perfuracdo cecal com administracdo

subcutanea de NaCl 0,15M.

Grupo Controle 3 (Co3) - Ratos submetidos a ligadura e perfuracdo cecal sem tratamento.
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ITII-Métodos Utilizados - Procedimentos Cirargicos
II1.1-Métodos Utilizados

Os protocolos experimentais seguiram os cuidados e as diretrizes gerais
estabelecidas pela Declaragdo de Helsinki (1964) para manipulagdo de animais de

laboratdrio.
I11.2-Procedimentos cirdrgicos

Os procedimentos cirurgicos (CLP e cirurgia simulada) foram realizados 3, 6,
12 e 18 horas antes da afericdo da pressdo arterial caudal e o estudo funcional renal
estimado pelo clearance de litio e de creatinina em gaiolas metabdlicas individuais durante

120 minutos.
II1.2.1- Cirurgia para ligadura e perfuracao do ceco
I11.2.1.1-Modelo de sepse pela ligadura e perfuracao do ceco:

WICHTERMAN et al. (1980), prop0s usar modelos experimentais no intuito de
estudar a fisiopatologia de processos infecciosos, como forma de estabelecer um adequado
controle sobre as varidveis estudadas. O estudo controlado de pacientes € dificultado em
face de diversidade das manifestacdes das diferentes cepas bacterianas frente a variedade
de alteracdes metabodlicas e clinicas e da manifestacdo errdtica em relacdo ao tempo

experimental.

O modelo da endotoxinemia ndo reproduz adequadamente as alteragdes

metabolicas produzidas pela septicemia humana.

No modelo animal, a inducdo de septicemia induzida por uma peritonite
causada pela ligadura e perfuracdo do ceco em ratos, evolui inexoravelmente para o choque

séptico.

Neste modelo experimental de septicemia pressupde a descontinuidade da
barreira normal do trato intestinal (NEVIERE, 1999), e que permite a reproducio das
modificagdes funcionais de o6rgdos e tecidos bem como de alteracdes laboratoriais,

freqiientemente observados durante o choque séptico.
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Em cada protocolo desenvolvido foram formados 2 grupos, o grupo
experimental submetido a cirurgia de ligadura e perfuracido cecal (CLP) tratados ou ndo
com administragdo de salina ou L-NAME comparado ao seu respectivo grupo controle

submetido a cirurgia simulada (sham-operado).
Cada grupo era constituido por 10 animais.

Os experimentos foram realizados em tempos diferentes, estudados as 3, 6, 12 e

18 horas apds a ligadura e perfuracio cecal.

As avaliagOes dos pardmetros funcionais renais, forma realizados a cada tempo

experimental conforme definido nos protocolos 1, 2 e 3.

Em todos os grupos experimentais foram coletadas amostras de sangue por
puncdo arterial (aorta abdominal) para as determinacOes gasométricas ao final dos

experimentos funcionais descritos a seguir.

I11.2.1.2-Cirurgia para ligadura e perfuracio cecal (CLP) (septicemia-

induzidos)

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico a 3%, via
intraperitoneal (IP), na dose de 30-50 mg/kg de peso e colocados sobre uma mesa cirtrgica
aquecida, em decubito ventral. Apds tricotomia ampla da regido abdominal, uma incisao
cirtirgica mediana foi realizada a partir do apéndice xiféide, com 3-4 cm de extensao,
comprometendo pele, subcutdneo e aponeurose da musculatura do reto abdominal,
atingindo em seguida a cavidade peritoneal. Localizado o ceco procedeu-se em seguida a
ordenha do conteddo fecal do colo ascendente em direcdo a cavidade cecal. Apds este
ordenamento do colo ascendente procedeu-se a ligadura do pediculo do ceco, com fio de
algodao 3.0. Em seguida, foram realizadas trés perfuragdes do ceco com agulha
hipodérmica, 22 gauge, (duas laterais e uma central), deixando evidente o extravasamento
do conteddo fecal para cavidade peritoneal. A parede abdominal foi fechada por dois
planos, o muscular, foi suturado com fios de categute 3.0 com pontos continuos e a pele
com pontos alternados. O procedimento era encerrado com anti-sepsia da cicatriz cirdrgica

com iodopovidine.
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I11.2.1.3-Cirurgia simulada (sham-operado):

Um grupo de ratos foi submetido aos procedimentos anestésicos € a incisao
cirtirgica abdominal para acesso aos 6rgaos peritoneais, semelhantes aqueles procedimentos
descritos anteriormente para CLP. Apds a localizagdo cecal, realizamos a sua manipulagcao
gentilmente sem realizar ligadura e perfuracdo. A parede abdominal foi também fechada
em 2 planos, sendo que também o plano muscular foi suturado por pontos continuos e a
pele através de pontos alternados, seguidos de anti-sepsia da cicatriz cirdrgica com

iodopovidine.
IT1.3-Afericao da pressao arterial caudal

A pressao arterial caudal (PAC) foi estimada em ratos acordados pelo método
da pletismogrifia de cauda utilizando um electrosfigmomanometro (programmed eletro
sphymomanometer, Pe-300, Narco bio-systems, Austin, USA) acoplado a um transdutor
sonoro o qual prové uma saida de sinais proporcional da pressdo arterial caudal com sons

de Korotkoff, ampliados pelo microfone ( LOVENBERG, 1987). (vide diagrama 1).

As pressoes arteriais caudal em todos os grupos experimentais foram estimadas
as 3, 6, 12 e 18 horas apds inducdo de septicemia pela CLP e seus respectivos grupos

controles.
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Pressao Arterial: Método I ndireto

lam pada

Oclusao
cauda

Transdutor
de pulso

A mplificador

Diagrama 1
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IV-Desenho experimental
IV.1-Estudo funcional em gaiolas metabélicas

Os estudos foram realizados em gaiolas metabdlicas individuais de aco
inoxidavel (Movart, Ribeirdo Preto SP, ref 306), com inicio dos ensaios realizados entre 8 e
10 horas da manha. Os animais receberam 12 a 14 horas antes, por gavagem, uma dose
0,06M/100g de peso corporal, de cloreto de litio (THOMSEN et al., 1995; QUADROS et
al.,, 1996; MENEGON et al., 1998). Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas, sem
restricoes de movimentos, em jejum para ragdo solida e ingerindo dgua ad libitum até o

inicio do ensaio.

Foram realizados os procedimentos cirtirgicos para formacdo dos grupos
septicemia-induzidos e sham-operados, no grupo das 18 horas antes da gavagem do litio, e
nos demais grupos, durante ou apds a administragdo de LiCl. Ap6s um intervalo de tempo
de 12-14 horas, os animais receberam a administracdo por gavagem de um volume hidrico
correspondendo a 5% do peso corporal, sendo administrada da seguinte maneira: volume de
agua correspondendo a 2,5% do peso corporal, primeira sobrecarga hidrica (1°SH).
Seguidos apds 60 minutos, por uma segunda administra¢do hidrica de igual volume (2*SH),
Ap6s um tempo de estabilizacdo de 20 minutos, teve inicio a coleta de aliquotas de urina

durante 120 minutos (vide diagrama 2).

A urina eliminada durante 120 minutos drenou através de um funil colocado no
fundo das gaiolas metabdlicas para tubos de centrifugacdo graduado e os volumes eram

determinados gravimetricamente.

Ao final dos experimentos amostras de sangue foram coletadas por pungio
cardiaca apds a anestesia dos animais com éter etilico. Aliquotas de plasma e de urina

foram conservadas em freezer a -20°C para posterior dosagem de Na*, K*, Li* e creatinina.
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PROTOCOLO DE ESTUDOS EM GAIOLA METABOLICA

Gavagem
0,06M deLiCV/
100 g PC
[ 1* SH
Vol. -
2,5% PC
_ 120 min
2* SH
Vol. < >
2,5% PC
] ] 60’ 20
\/<—> 4—»\/
jum 0 .

Jejur 120 min
prévio

+14 hs R

Coleta de urina
Coleta de
Sangue
Sepses-induzido Sepses—induzido
Sham-operado Sham-operado
18h 3,6,12h
Diagrama 2
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IV.2-Avaliacao funcional no nefron
IV.2.1-Clearance de Litio(Cy;):

Ap6s a administracdo por gavagem em dose unica de LiCl 0,06M (GARCIA
et al., 1991) observaram que o litio apresenta uma estabilidade plasmatica mantendo o seu
nivel estavel entre 12 e 24 horas apresentando um decaimento de 3-6% por hora a partir de

14 horas (GONTIJO et al., 1991).

O litio apresenta uma fase rdpida de excrecao urindria, que ocorre nas primeiras
horas e uma fase lenta que se mantém por varios dias. Isto se deve a distribuicao de litio
pelos compartimentos intracelulares pela afinidade diferente deste ion a varios tecidos
organicos. Adicionalmente, apés 3 horas de uma sobrecarga hidrica de 5% do peso
corporal, observa-se que a excrecdo urindria de litio foi semelhante aquela observada para
excrecdo urindria ndo estimulada, e a concentracao de litio na urina diluida pela sobrecarga
de 4dgua, medida pela fotometria de chama encontra-se na faixa de leitura confidvel para a

dosagem do litio na urina (GARCIA et al., 1991).

A passagem pelos tubulos renais do ultrafiltrado glomerular determina grandes
modificagdes em fun¢do de processos de reabsor¢cdo e de secrecdo. As concentracdes de
ions (sédio, litio) sdo determinadas pela dosagem laboratorial destas substancias na urina.
A avaliagdo da manipulag@o no tibulo contornado proximal e pés-proximal de sédio foram
estimadas pelo clearance do litio (Cy;), sendo este um método indireto, pelo qual se calcula
o aporte de sédio ao tibulo distal proveniente do tibulo contornado proximal (TCP). O Cy;
¢ baseado na evidéncia de que a absorcdo do litio no TCP ocorre na mesma propor¢ao
daquela evidenciada para o s6dio e a dgua, ou seja, aporte distal de litio a partir do TCP &
similar a excrecdo fracional de sodio e dgua, sendo a fracdo de excrecdo de litio (FEL;)
indicativa de manuseio de s6dio nos segmentos proximais do nefron (THOMSEN &

SHIRLEY, 1995; QUADROS et al., 1996; MENEGON et al., 1998).
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V-Parametros funcionais analisados
V.1-Descricao dos parametros funcionais analisados
Fluxo urinario minuto (V’):

O fluxo urinério coletado no periodo de 120 minutos foi dividido pelo tempo de
coleta. Os resultados foram expressos em ml/min. Em nosso protocolo, o volume urinério
foi corrigido pelo peso do rato sendo expresso por 100 g de peso corporal. Os resultados

foram expressos em pl/min/100g p.c.
Clearance de creatinina (Ccy):

Representa a depuracdo plasmadtica da creatinina por unidade de tempo pela
totalidade dos glomérulos renais funcionantes, calculada pela férmula (U x V'/P), sendo U a
concentracdo urinaria de creatinina, V' o fluxo urindrio minuto e P a concentragdo

plasmatica de creatinina. Os resultados foram expressos em ul/min/100g p.c.
O Clearance de sédio (Cna):

Representa a depuracdo plasmdtica do sédio por unidade de tempo nos
glomérulos renais, calculada pela formula (U x V'/P), sendo U a concentrag@o urinaria de
s6dio, V' o fluxo urindrio minuto e P a concentragdo plasmdtica de sédio. Os resultados

foram expressos em pul/min/100g p.c.
Clearance de litio(Cy;)

Representa a depuracdo plasmatica do litio na unidade de tempo nos glomérulos
renais, calculada pela férmula (U x V'/P), sendo U a concentracdo urinaria de litio, V' o
fluxo urindrio minuto e P a concentragdo plasmaética de litio. Os resultados foram expressos

em pl/min/100g p.c.
Clearance de potassio(Ck)

Representa a depuracdo plasmética do potdssio na unidade de tempo nos
glomérulos renais, calculada pela férmula (U x V'/P), sendo U a concentragdo urinaria de
potassio, V' o fluxo urindrio minuto e P a concentracdo plasmadtica de potdssio. Os

resultados foram expressos em pl/min/100g p.c.
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Fracao de excreciao de sodio (FEy,):

Representa a fracdo da carga filtrada de sddio excretada pela urina num
determinado periodo de tempo, calculada pela formula (Cna/ Ccr x 100), sendo Cn, O
Clearance de sédio e 0 Cc; O Clearance creatinina.Os resultados foram expressos em

porcentagem (%).
Fracao de Excrecao de Litio (FEy;)

Representa a fracdo da carga filtrada de litio excretada pela urina num
determinado periodo de tempo, calculada pela féormula (Cri/ Ccr x 100), sendo Cp; O
Clearance de litio e 0 Cc O Clearance creatinina. Os resultados foram expressos em

porcentagem (%).
Fracao de excrecao de potassio (FEg)

Representa a fracdo da carga filtrada de potdssio excretada pela urina num
determinado periodo de tempo, calculada pela férmula (Cg/ Cqr x 100), sendo Cx O
Clearance de potdssio e 0 Ccr O Clearance creatinina. Os resultados foram expressos em

porcentagem (%).
Carga filtrada de sodio (CFna)

Representa a quantidade de sédio filtrada na unidade de tempo, calculada pela
férmula (P, x Cc ), sendo Py, a concentracdo plasmaética de sédio e o C¢; O Clearance de

creatinina. Os resultados foram expressos em uEq/min/100g p.c..
Fracao de excrecao proximal de sédio (FEPx,)

Representa a fracdo da carga filtrada de sddio excreta ao longo do tubulo
proximal do nefron, calculada pela féormula (Cpi/ Cc; x 100), sendo Cn, O Clearance de

Litio e 0 C¢; O Clearance creatinina. Os resultados foram expressos em porcentagem (%).
Fracao de excrecao pos-proximal de sédio (FEPPy,)

Representa a fracdo da carga filtrada de sddio excretada ao longo dos
seguimentos distais ao tubulo proximal do nefron. Calculada pela férmula (Cy./ Cy; x 100),
sendo Cn, O Clearance de soédio e o Cp; O Clearance de litio. Os resultados foram

expressos em porcentagem (%).
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Aporte distal de sédio (ADn,)

Representa a carga de sodio que deixa os segmentos proximais dos nefros em
direcdo aos tibulos distais, calculada pela férmula (P, x Cy; ), sendo Px, a concentragdao
plasmitica de sédio e o Cp; O Clearance de litio. Os resultados foram expressos

UEg/min/100g p.c.

V.2-Férmulas convencionais para calculos de clearances e de fracao de excrecao

Abrev Parametro Férmula Unidade
\'A Fluxo minuto urinario VU/Tempo ml/min
Cer Clearance de creatinina (Uc*VY/Pe, ml/min
RFG Ritmo de filtracdo glomerular Cer ml/min
FF Fracio de filtracio RFG/FPR %
Cui Clearance de litio (Ui*VYH/Py; ml/min
Cna Clearance de sodio (Una*V")/Pya ml/min
Ck Clearance de potdssio (UFVY/Py ml/min
CFna Carga filtrada de sédio (Pna*Cop) pEqg/min
CEna Carga excretada de sédio (Una*V) pEg/min
TNa Reabsorcao tubular de sédio CFrna-CEna pEqg/min
FEx. Fragao de excre¢do de sédio (Una*VY/ (PN *Cep)*100 %
FEn. Fracao de excregdo de sédio (Cno/C)*100 %
FEn. Fracdo de excregdo de sédio (CEn/CFn0)*100 %
FEn. Fracdo de excrecao de sédio (Uno/Prna)+(Pc/Uc)¥100 %
CFx Carga filtrada de potassio (Px*Ce) pnEg/min
CEx Carga excretada de potéssio (Ug*V") pEg/min
FEx Fracdo de excrecao de potdssio (U*V"Y/(Px*C)*100 %
FEx Fracdo de excregdo de potéssio (Cx/C¢)*100 %
FEx Fracao de excregdo de potassio (CEk /CFg)*100 %
CFy; Carga filtrada de litio (Pi*Ce) pEqg/min
CEy; Carga excretada de litio (UL*VH UEg/min
FE;; Fracdo de excregdo de litio (ULi*VY/(Pr;#C.)*100 %
FE;; Fracdo de excre¢do de litio (CL/C)*100 %
FE;; Fracdo de excrecdo de litio (CE;/CF.)*100 %
RPy, Reabsor¢ao proximal de sédio CFn,-DDy, pEg/min
RPFy, Reabsorcao proximal fracional de sédio (CFna-DDy,)/CFy, *¥100 %
RDy, Reabsorcao distal de sédio DDy,-CEna pEqg/min
RDFy, Reabsorcio distal fracional de s6dio (DDn,-CEnN,)/DDy, *100

RDIFy, Reabsorcao distal inicial fracional de sédio (DDna-CEn,)/CFy,*100 %
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V.3-Calculos utilizadas para avaliar o manuseio tubular de sédio, elaboradas a partir

do clearance de litio que é o marcador da reabsorciao de sédio pelo tiibulo proximal

renal
Abrev Parametro Férmula Unidade
FEPyx, Fracdo de excregdo proximal de sédio (CLi/C)*100 %
FEPPy. Fracdo de excre¢do p6s-proximal de sédio (Cno/Cr)*100 %
DDy, Distal delivery (aporte distal) de sédio CLi*Pna pEqg/min

VI-Metodologia analitica
VI.1-Parametros bioquimicos do sangue e urina

As dosagens laboratoriais das concentracdes plasmadticas e urinarias de litio,
sodio e potdssio foram realizados por fotometria de chama, através de um fotdmetro
micronal NV 262. Sdo Paulo SP, enquanto que a concentragdes séricas e urindrias de
creatinina espectrofotometricamente (espectofotometro Micronal, NV 383. Sao Paulo SP)
pelo método do picrato alcalino, segundo a técnica de Jaffé (MACFATE, 1954; BROD &
STERZEL, 1978).

As dosagens gasométricas foram realizadas pela pun¢do da aorta abdominal em
um grupo definido de animais utilizados durante a padronizacdo do modelo experimental

no aparelho (pH Blood Gas System modelo 238 da Ciba-Corning).
VII-Analise estatistica dos resultados

Para analise dos dados, foi calculados a média aritmética dos valores obtidos
em cada um dos intervalos de tempo experimental (3, 6, 12 e 18 horas) e o desvio padrao
desta média. Esta média+DP foi entdo analisada em relacdo aos valores intra e intergrupos

nos diferentes tempos experimentais (3, 6, 12 e 18 horas p6s-CLP).
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A andlise estatistica dos resultados relativos aos varios parametros estudados,
em cada uma das 3 séries experimentais, foi realizada aplicando-se a andlise de variancia
(ANOVA) fator dnico, entre os constituintes das médias de todos os grupos. As
comparagdes multiplas para andlise dos contrastes foram calculadas pelo método de
Bonferroni quando os resultados foram significantes. Os resultados foram considerados
como estatisticamente significantes quando a probabilidade de sua casualidade foi inferior a

5% (p<0,05)

Na andlise comparativa dos resultados obtidos para as trés séries ou protocolos
experimentais, emcada tempo o objetivo foi determinar as modificacdes promovidas nos
parametros funcionais pelas manobras terapéuticas instituidas (tratamento com L-NAME e
salina SC). Para tanto, foram utilizados a ANOVA fator tinico das médias dos incrementos
(variagOes e varidveis) observados para os animais dos grupos experimentais em relacdo ao
seu respectivo controle. O teste de contraste de Bonferroni foi utilizado para determinar a
extensao da diferenga quando a ANOVA era considerada significativa. Um valor de p<0,05
foi considerado indicador de significancia quando probabilidade de sua casualidade era

inferior a 5%.
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4. RESULTADOS
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Os resultados do presente estudo evidenciaram uma progressiva queda do
estado geral dos animais estudados ndo sendo possivel avaliar grupos além das 18 horas

pOs-CLP pela alta mortalidade dos animais apds este periodo de sepse.

Os achados gasométricos sangiiineos apds 3 horas de ligadura e perfuracao

cecal:

Mostram os seguintes valores: pH = 7,01; PaCO, = 24 mmHg; PaO, = 96
mmHg; HCOs = 7 mEq/l; Lactemia = 9 mg/dl. Contra os seguintes valores dos animais
sham-operados: pH = 7,36; PaCO, = 42 mmHg; PaO, = 92 mmHg; HCO3; = 20 mEq/l;
Lactemia = 2 mg/dl. (figura 1)

A-Parametros funcionais do grupo séptico de animais induzido pela ligadura e

perfuracao cecal (CLP) comparados a animais sham-operados.
1- Aspectos gerais:

Nao foram observadas alteragdes significativas para a massa corporal nos
diferentes tempos experimentais quando comparados aos grupos sépticos, os animais sham-

operados (figura 1).
2- Pressao arterial (mmHg):

Avaliagdo da pressdo arterial caudal (PAC) nos grupos sépticos e sham-

operados nos diferentes intervalos pos-CLP.

Nao foram observadas alteracdes significativas entre as pressdes arteriais

caudais nos diferentes tempos pds-cirurgia simulada (figura 1).

Porém, apds indugcdo de septicemia pela CLP observa-se uma queda
significativa da pressdo arterial caudal (p<0,05) apds 12 e 18 horas ao valor controle de
126,0+£3,2 mmHg em relacao aos valores de: (3 horas = 121,0+£11,0; 6 horas = 119,0+8,0;
12 horas = 84,04£9,0 e 18 horas = 61,0+9,0 mmHg) (figura 1).

Na comparagdo entre os grupos de ratos sépticos e sham-operados observa-se

uma queda significativa da PAC (p<0,05) as 12 e 18 horas (figura 1).
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Figura 1: Valores gasométricos e alteragdes temporais da massa corporal e da pressdo
arterial caudal em ratos sépticos apds ligadura e puncdo cecal (CLP)

comparados aos animais controles.
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3- Avaliacio da funcdo renal em ratos sépticos pela CLP e animais

controles sham-operados.
Fluxo urinario minuto (V")

Nao foram observadas modificacdes significativas do fluxo urindrio nos

animais sham-operados (figura 2).

Entretanto, ap6s a CLP os animais apresentaram uma queda significativa do
fluxo urindrio (p<0,05) a partir das 12 horas experimentais quando comparados aos
intervalos das 3 horas iniciais apds indugdo de septicemia (3 horas = 38,0+4,5; 6 horas =

28,044,5; 12 horas = 16,0+4,5 e 18 horas = 11,0£3,5 ul/min/100g p.c.) (figura 2).

Quando se procede a comparacdo entre os grupos sépticos e sham-operados

observa-se uma queda significativa (p<0,05) do Vas 12 e 18 horas apds CLP (figura 2).
Clearance de creatinina (Ccy):

Nao foram observadas modificacdes significativas do C¢r no grupo sham-

operados (figura 2).

No grupo de ratos sépticos nao tratados foi observada uma queda significativa
do C¢, (p<0,05) em relag@o aos valores iniciais das 3 horas apds inducdo de septicemia (3
horas = 312,0+38,0; 6 horas = 217,0+20,0; 12 horas = 186,0+28,0 ¢ 18 horas = 174,0+19,0
ul/min/100g p.c.) (figura 2).

Na comparagdo entre os grupos nao observamos alteragdes significativas do Ce,
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Figura 2: Alteragdes temporais do fluxo urindrio minuto e do clearance de creatinina em

ratos sépticos apds CLP comparados aos animais controles.

Resultados
76



Clearance de Litio (Cy;):

Nao foram observadas modificagdes significativas do Cp; no grupo sham-

operados. (figura 3).

No grupo de ratos sépticos ndo tratados foi observada uma elevacdo
significativa do Cy; (p<0,05) as 18 horas em relacdo aos valores iniciais das 3 horas apds
indugdo de septicemia (3 horas = 68,0+6,0; 6 horas = 65,0+ 6,0; 12 horas = 95,4+7,8 e 18
horas = 121,3+9,1 ul/min/100g p.c.) (figura 3).

Quando se procede a comparacdo entre os grupos sépticos e sham-operados

observa-se uma elevacgao significativa do Cy; (p<0,05) as 18 horas ap6s CLP (figura 3).
Fracao de excrecio tubular de sédio (FEx,) em %:

Nao foram observadas modificacdes significativas do FEn, no grupo sham-

operados (figura 3).

No grupo de ratos sépticos ndo tratados foi observada uma elevacio
significativa da FEN, (p<0,05) as 12 e 18 horas em relagdo aos valores iniciais das 3 horas
ap6s inducdo de septicemia (3 horas = 0,26+0,03; 6 horas = 0,29+0,05; 12 horas =
0,37£0,04 e 18 horas = 0,42+0,03 %) (figura 3).

Quando se procede a comparacdo entre os grupos sépticos e sham-operados

observa-se uma elevagdo significativa da FEn, (p<0,05) as 18 horas ap6s CLP (figura 3).
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Figura 3: Alteragdes temporais do clearance de litio e fragao de excrecao tubular renal de

so6dio em ratos sépticos apos CLP comparados aos animais controles.
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Fracao de excrecio tubular proximal de sédio (FEPy,):

Nao foram observadas modificacdes significativas do FEPn, no grupo sham-

operados (figura 4).

No grupo de ratos sépticos ndo tratados foi observada uma elevacdo
significativa da FEPN, (p<0,05) as 12 e 18 horas em relag¢do aos valores iniciais das 3 horas
ap6s CLP (3 horas = 27,0+4,4; 6 horas = 23,2+2.1; 12 horas = 42,843,4 e 18 horas =
56,0+4,3 %) (figura 4).

Quando se procede a comparacdo entre os grupos sépticos e sham-operados

observa-se uma elevacdo significativa da FEPy, (p<0,05) as 18 horas apés CLP (figura 4).
Fracao de excrecao tubular pés-proximal de sédio (FEPPy,):

Nao foram observadas modificacdes significativas do FEPPy, no grupo sham-

operados (figura 4).

No grupo de ratos sépticos nao tratados foi observada uma queda significativa
da FEPPx, (p<0,05) as 12 horas em relacdo aos valores iniciais das 3 horas apds indugdo de
septicemia (3 horas = 0,51+0,08; 6 horas = 0,6+0,09; 12 horas = 0,28+0,08 e 18 horas =
0,37£0,07 %) (figura 4).

Quando se procede a comparacdo entre os grupos sépticos e sham-operados

observa-se uma queda significativa da FEPPy, (p<0,05) as 12 horas ap6s CLP (figura 4).
Fracao de excrecao tubular de potassio (FEx) em %:

Nao foram observadas modificacdes significativas do FEx no grupo sham-

operados (figura 4).

No grupo de ratos sépticos nao tratados foi observada uma elevacio
significativa da FEx (p<0,05) as 12 e 18 horas em relacdo aos valores iniciais das 3 horas
ap6s inducdo de septicemia (3 horas = 0,17+0,02; 6 horas = 0,15+£0,03; 12 horas =
0,26+0,04 e 18 horas = 0,24+0,02 %) (figura 4).

Quando se procede a comparacdo entre os grupos sépticos e sham-operados

observa-se uma elevacdo significativa da FEx (p<0,05) as 18 horas ap6s CLP (figura 4).
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Figura 4: Alteracdes temporais da fracdo de excrecdo tubular renal proximal e pds-
proximal de sédio e da fragdo de excrecdo tubular renal de potdssio em ratos

sépticos apos CLP comparados aos animais controles.
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B-Parametros funcionais do grupo séptico-induzido pela CLP tratados com L-NAME,

comparados com animais sham-operados tratados com L-NAME.
1-Aspectos gerais:

Nao foram observados alteracdes significativas para a massa corporal nos
diferentes tempos experimentais quando comparados aos grupos sépticos tratados com L-

NAME com animais sham-operados tratados com L-NAME (figura 5).
2-Pressao arterial (mmHg):

Avaliacdo da pressao arterial caudal (PAC) nos grupos sépticos e simulados

tratados com L-NAME nos diferentes intervalos pds-CLP.

Nao foram observados alteragdes significativas entre as pressdes arteriais

caudais nos diferentes tempos pds-cirurgia simulada (figura 5)

Porém, apdés inducdo de septicemia pela CLP, observa-se uma queda
significativa da pressdo arterial caudal (p<0,05) apds 18 horas em relagdo ao valor controle
de 145+7,8 mmHg, comparados aos valores de: (3 horas = 152,0+12,8; 6 horas =
148,0£14,0; 12 horas = 136,0+10,5 e 18 horas = 96,0+8,0 mmHg) (figura 5).

Na comparagdo entre os grupos de ratos sépticos e sham-operados observa-se

uma queda significativa da PAC (p<0,05) as 6 e 18 horas p6s-CLP (figura 5).
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Figura 5: Alteracdes temporais da massa corporal e da pressdo arterial caudal em ratos
sépticos apés CLP comparados a um grupo controle, tratados com N*®-Nitro-L-

Arginine Methil Ester (L-NAME)
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3-Avaliacao da funcdo renal em ratos sépticos pela CLP e animais

controles sham-operados tratados com L-NAME.
Fluxo urinario minuto (V")

Nao foram observadas modificacdes significativas do fluxo urindrio nos

animais sham-operados (figura 6).

Entretanto, ap6s a CLP os animais apresentaram uma queda significativa do
fluxo urindrio (p<0,05) a partir das 12 horas experimentais quando comparados aos
intervalos iniciais das 3 horas apds indugdo de septicemia (3 horas = 38,0+4,5; 6 horas =

28,5+4,5; 12 horas = 16,3+£3,5 e 18 horas = 11,5+1,9 ul/min/100g p.c.) (figura 6).

Quando se procede a comparacdo entre os grupos sépticos e sham-operados

observa-se uma queda significativa (p<0,05) do V’ as 12 e 18 horas ap6s CLP (figura 6).
Clearance de creatinina (Cc,):

Nao foram observadas modificacdes significativas do C¢r no grupo sham-

operados (figura 6).

No grupo de ratos sépticos tratados com L-NAME, foi observado uma queda
significativa do Cc; (p<0,05) em relacdo aos valores iniciais das 3 horas apds indugdo de
septicemia (3 horas = 294,0+£25,0; 6 horas = 287,0+22,0; 12 horas = 287,0+28,0 e 18 horas
= 185,0£16,0 pul/min/100g p.c.) (figura 6).

Quando se procede a comparacdo entre os grupos sépticos e sham-operados

observa-se uma queda significativa (p<0,05) do Cc¢, as 18 horas apds CLP (figura 6).
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Figura 6: Alteracdes temporais do fluxo urindrio minuto e do clearance de creatinina em
ratos sépticos apés CLP comparados a um grupo controle, tratados com L-

NAME.
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Clearance de Litio (Cy;):

Nao foram observadas modificagdes significativas do Cp; no grupo sham-

operados. (figura 7).

No grupo de ratos sépticos tratados com L-NAME foi observada uma elevacao
significativa do Cyp; (p<0,05) em relacdo aos valores iniciais das 3 horas apds inducdo de
septicemia (3 horas = 87,0+10,0; 6 horas = 96,0+8,0; 12 horas = 115,0+10,2 e 18 horas =
132,0+6,4 ul/min/100g p.c.) (figura 7).

Na comparagdo entre os grupos nao observamos alteragdes significativas do Cr;
Fracio de excrecio tubular de sédio (FEx,) em %:

Nao foram observadas modifica¢des significativas da FEn, no grupo sham-

operados (figura 7).

No grupo de ratos sépticos ndo tratados foi observada uma elevagdo
significativa da FEx, (p<0,05) em relacdo aos valores iniciais das 3 horas apds inducdo de
septicemia (3 horas = 0,34+0,02; 6 horas = 0,43+0,03; 12 horas = 0,45+0,04 e 18 horas =
0,54+0,02 %) (figura 7).

Na comparagdo entre os grupos ndo observamos alteragdes significativas da

FEn, (figura 7)
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Figura 7: Alteracdes temporais do clearance de litio e fracdao de excrecao tubular renal de
s6dio em ratos sépticos apds CLP comparados a um grupo controle tratados com

L-NAME.
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Fracao de excrecio tubular proximal de sédio (FEPy,):

Nao foram observadas modificacdes significativas do FEPn, no grupo sham-

operados (figura 8).

Nao foram observadas modifica¢des significativas do FEPn, no grupo de ratos

sépticos (figura 8).

Na comparag@o entre os grupos, ndo observamos alteracdes significativas da

FEPy, (figura 8).
Fracao de excrecao tubular pés-proximal de sédio (FEPPx,):

Nao foram observadas modificagdes significativas do FEPPy, no grupo sham-

operados (figura 8).

Nao foram observadas modificacdes significativas do FEPPy, no grupo séptico

(figura 8).

Quando se procede a comparacdo entre os grupos sépticos e sham-operados

observa-se uma queda significativa da FEPPy, (p<0,05) as 18 horas ap6s CLP (figura 8).
Fracao de excrecao tubular de potassio (FEx) em %:

Nao foram observadas modificacdes significativas do FEkx no grupo sham-

operados (figura 8).

Nao foram observadas modificacdes significativas do FEx no grupo séptico
(figura 8). Quando se procede a comparacio entre os grupos sépticos e sham-operados
observa-se uma elevacdo significativa da FEx (p<0,05) as 12 e 18 horas apdés CLP

(figura 8).
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Figura 8: Alteragdes temporais da fracdo de excrecdo tubular renal proximal e
pOs-proximal de sédio e da fracdo de excre¢do tubular renal de potdssio em
ratos sépticos apdés CLP comparados a um grupo controle tratados com

L-NAME.
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C-Parametros funcionais do grupo séptico-induzido pela CLP tratados com
administracio subcutanea de NaCl 0,15M comparados com animais sépticos nao

tratados.
1-Aspectos gerais:

Nao foram observadas alteracdes significativas para a massa corporal nos
diferentes tempos experimentais quando comparados aos grupos sépticos tratados com

administracdo de NaCl 0,15M com animais sépticos ndo tratados (figura 9).
2-Pressao arterial (mmHg):

Avaliacdo da pressdo arterial caudal (PAC) nos grupos sépticos tratados com
administracdo de NaCl 0,15M e o controle sem tratamento nos diferentes intervalos pos-

CLP.

Foi observado queda significativa da pressdo arterial caudal (p<0,05) as 12 e 18
horas pés CLP no grupo controle de animais sépticos ndo tratados ao valor controle de
113+2,8 mmHg, em relagdo aos valores de: (3 horas = 121,0£11,0; 6 horas = 119,0+8,0; 12
horas = 84,0+8,9 e 18 horas = 61,0+9,0 mmHg) (figura 9).

Ap6s indugdo de septicemia pela CLP, observa-se uma queda significativa da
pressdo arterial caudal (p<0,05) as 18 horas ao valor controle de 113+2,8 mmHg em relacdo
aos valores de: (3 horas = 132,0+8,9; 6 horas = 126,0+9,0; 12 horas = 102,0+9,2 e 18 horas
= 84,0+8,0 mmHg) (figura 9).

Na comparagdo entre os grupos experimental de ratos sépticos tratados com
NaCl 0,15M e o controle ndo tratado, observa-se elevacao significativa da PAC (p<0,05) as

12 e 18 horas pds-CLP (figura 9).
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Figura 9: Alteracdes temporais da massa corporal e da pressdo arterial caudal em ratos
sépticos apds CLP tratados com salina isotdnica subcutaneo, comparados a um

grupo controle de animais com septicemia sem tratamento.
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3-Avaliacio da funcao renal em ratos sépticos pela CLP tratados com NaCl

0,15M e animais controles septicemia-induzida nao tratados.
Fluxo urinario minuto (V")

Apés a CLP, os animais controles apresentaram uma queda temporal
significativa do fluxo urindrio (p<0,05) as 12 e 18 horas quando comparados aos intervalos
de 3 horas apds inducao de septicemia (3 horas = 44,046,2; 6 horas = 32,1+4,3; 12 horas =
20,044,6 e 18 horas = 13,6£3,7 ul/min/100g p.c.) (figura 10). Nao foram observadas

modificagdes significativas do V' no grupo experimental (figura 10).

Quando se procede a comparagdo entre os grupos sépticos experimental
tratados com NaCl 0,15M e o controle ndo tratados, observa-se uma elevacao significativa

(p<0,05) do Vas 18 horas apds CLP (figura 10).
Clearance de creatinina (Cc,):

Apés a CLP os animais controles apresentaram uma queda temporal
significativa do C¢; (p<0,05) em relagdo aos valores iniciais das 3 horas ap6s indugao de
septicemia (3 horas = 312,0+23,0; 6 horas = 211,0+22,0; 12 horas = 172,0+£19,0 e 18 horas
= 163,0£15,0 ul/min/100g p.c.) (figura 10).

Ap6s a CLP os animais experimentais apresentaram uma queda significativa do
Ccr (p<0,05) as 18 horas em relacdo aos valores iniciais das 3 horas apds inducdo de
septicemia (3 horas = 312,0+23,0; 6 horas = 296,0+22,0; 12 horas = 292,0+19,0 e 18 horas
=216,0£15,0 ul/min/100g p.c.) (figura 10).

Quando se procede a comparagdo entre os grupos sépticos experimental
tratados com NaCl 0,15M e o controle nao tratados, observa-se uma elevacdo temporal

significativa (p<0,05) do Cc¢; (figura 10).
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Figura 10: Alteragdes temporais do fluxo urindrio minuto e do clearance de creatinina em
ratos sépticos apés CLP tratados com salina isotdnica subcutaneo, comparados

a um grupo controle de animais com septicemia sem tratamento.
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Clearance de Litio (Cy;):

Ap6s a CLP os animais controles apresentaram uma elevagao significativa do
CLi (p<0,05) as 18 horas em relagdo aos valores iniciais das 3 horas apds inducdo de
septicemia (3 horas = 65,448,7; 6 horas = 63,7+£10,9; 12 horas = 105,9£15,2 e 18 horas =
119,3+£12,3 ul/min/100g p.c.) (figura 11).

Nao foram observadas modificacOes significativas do Cpi no grupo séptico

experimental (figura 11).

Quando se procede a comparagdo entre os grupos sépticos experimental
tratados com NaCl 0,15M e o controle ndo tratados, observa-se uma elevacdo significativa

(p<0,05) do Cy; as 18 horas ap6s CLP (figura 11).
Fracao de excrecao tubular de soédio (FEn,):

Ap6s a CLP os animais controles apresentaram uma queda significativa do
FEN, (p<0,05) em relacdo aos valores iniciais das 3 horas apds indugdo de septicemia (3
horas = 0,24+0,04; 6 horas = 0,26+0,06; 12 horas = 0,37+0,05 e 18 horas = 0,45+0,05 %)
(figura 11).

Ap6s a CLP os animais experimentais apresentaram uma queda significativa da
FENa (p<0,05) em relacdo aos valores iniciais das 3 horas apds indug@o de septicemia (3
horas = 42,0£5,0; 6 horas = 44,2+4,0; 12 horas = 58,0+6,0 e 18 horas = 61,3+3,0 %) (figura
11).

Quando se procede a comparagdo entre os grupos sépticos experimental
tratados com NaCl 0,15M e o controle ndo tratados, observa-se uma elevacdo significativa

(p<0,05) da FEN, as 18 horas ap6s CLP (figura 11).
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Figura 11: Alteragcdes temporais do clearance de litio e da fracdo de excrecao tubular renal
de sédio em ratos sépticos apds CLP tratados com salina isotdnica subcutaneo,

comparados a um grupo controle de animais com septicemia sem tratamento.
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Fracao de excrecio tubular proximal de sédio (FEPy,):

Ap6s a CLP os animais controles apresentaram uma elevagao significativa do
FEPn, (p<0,05) as 18 horas em relagdo aos valores iniciais das 3 horas apds indugdo de
septicemia (3 horas = 21,0+5,4; 6 horas = 24,6+3,9; 12 horas = 38,9+4,1 e 18 horas =
48,7+4,8 %) (figura 12).

Apos a CLP os animais experimentais apresentaram uma elevacdo da
significativa da FEPy, (p<0,05) as 18 horas em relagdo aos valores iniciais das 3 horas apds
indugdo de septicemia (3 horas = 42,045,0; 6 horas = 44,24+4.0; 12 horas = 58,0+6,0 e 18
horas = 61,3+3,0 %) (figura 12).

Quando se procede a comparagdo entre os grupos sépticos experimental
tratados com NaCl 0,15M e o controle nio tratados observa-se uma elevagdo temporal

significativa (p<0,05) da FEPy, (figura 12).
Fracio de excrecio tubular pés-proximal de sédio (FEPPy,):

Apés a CLP os animais controles apresentaram uma queda significativa do
FEPPy, (p<0,05) as 12 horas em relacdo aos valores iniciais das 3 horas ap6s inducdo de
septicemia (3 horas = 0,49+0,06; 6 horas = 0,56+0,075; 12 horas = 0,24+0,066 e 18 horas =
0,28+0,08 %) (figura 12).

Ap6s a CLP os animais experimentais apresentaram uma queda significativa da
FEPPy, (p<0,05) as 18 horas em relacdo aos valores iniciais das 3 horas ap6s inducdo de
septicemia (3 horas = 0,78+0,065; 6 horas = 0,82+0,49; 12 horas = 0,66+0,085 e 18 horas =
0,52+0,073 %) (figura 12).

Quando se procede a comparagdo entre os grupos sépticos experimental
tratados com NaCl 0,15M e o controle ndo tratados, observa-se uma elevacao significativa

(p<0,05) da FEPPy;, a partir das 3 horas ap6s CLP (figura 12).
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Fracio de excrecio tubular de potassio (FEx):

Ap6s a CLP os animais controles apresentaram uma queda significativa da FEx
(p<0,05) as 12 e 18 horas em relacdo aos valores iniciais das 3 horas apds inducdo de
septicemia (3 horas = 0,19+0,03; 6 horas = 0,16+£0,036; 12 horas = 0,32+0,037 e 18 horas =
0,31+0,03 %) (figura 12).

Nao foram observadas modificagdes significativas do FEx no grupo séptico

experimental (figura 12).

Quando se procede a comparagdo entre os grupos sépticos experimental
tratados com NaCl 0,15M e o controle ndo tratados, observa-se uma elevacdo significativa

(p<0,05) do C¢; as 12 e 18 horas apés CLP (figura 12).
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Figura 12: Alteracdes temporais da fracdo de excrecdo tubular renal proximal e
pos-proximal de sédio e da fragdo de excrecdo tubular renal de potdssio em
ratos sépticos apés CLP tratados com salina isotdnica subcutaneo,

comparados a um grupo controle animais com septicemia sem tratamento.
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5. DISCUSSAO
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Os resultados do presente trabalho mostram que a septicemia-induzida pela
ligadura e perfuracdo cecal causa uma progressiva deteriora¢do funcional do rim nos

animais, que culmina invariavelmente com a morte apos as 18 horas.

Este comprometimento organico estd associado a uma diminui¢do significativa
e progressiva da pressao arterial caudal nos animais sépticos em relacdo aqueles submetidos

a lesdo simulada do ceco (figura 1).

Esta alteracdo hemodindmica € associada no grupo septicemia-induzida a uma
elevacdo na reabsor¢cdo tubular de fons, particularmente s6dio nos segmentos tubulares
proximais do nefro nas primeiras 6 horas experimentais e durante todo o periodo
experimental nos segmentos pds-proximais (figuras 3 e 4). Este transitério aumento na
reabsorcao proximal nas primeiras 6 horas pos-CLP € seguida por uma elevacdo na rejei¢ao
proximal a partir de 12 horas experimentais (figura 3), a despeito de uma continua queda da

pressdo arterial, do clearance de creatinina e do fluxo urindrio (figura 2).

KUHLMANN et al. (1994), observou que a septicemia pés CLP evoluiu com
necrose do ceco e formacdo de abscesso cecal, que se estende para a cavidade peritoneal de
maneira semelhante ao observado em pacientes hipercatabdlicos com IRA. O presente
modelo animal de septicemia que evolui com acentuada disfun¢do renal, foi desenvolvido

em animais sem doenca renal prévia, transcorre com intensa manifestacio hipercatabdlica.

O grau de catabolismo confirmado em nossos experimentos € significativo
sendo refletido pelo consumo de bicarbonato de sddio sérico e elevagdo da lactemia nestes

animais j4 nas primeiras horas experimentais (MENEGON et al., 1998).

A isquemia renal transitéria, reversivel e comum no ser humano € descrita neste
modelo de septicemia como sendo uma das causas de lesdo renal associada (KUHLMANN

et al., 1994).

O modelo septicemia CLP-induzida, é provavelmente causado pela liberacao
endotoxica bacteriana, apresenta um processo inflamatério persistente na cavidade
peritoneal sendo freqiientemente associada com hipovolemia, disfuncdo renal, hepdtica e

hipoproteinemia.
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PEDERSEN et al. (1989), mostraram que os efeitos sist€émicos dos modelos de
septicemia ndo sdo causados pela acdo direta de bactérias, sobre os tecidos, mas pela
secrecdo enddcrina e paracrina de hormonios, peptideos e citocinas apds a invasao
bacteriana causando uma pronunciada redugdo da pressdo arterial média sem alteragcdes
significativas da freqiiéncia cardiaca. Estas observacdes sdo confirmadas no presente estudo
evidenciando uma fase compensatdria seguida por um periodo hipodindmico a partir de 12

a 18 horas apds a CLP.

Relacionando as observagdes pressdricas acima no grupo septicemia-induzidos
aquelas verificadas para a funcdo renal notamos um paralelismo acentuado, com redugao
progressiva do fluxo urindrio a partir das 12 horas pés CLP, e na filtracio glomerular
estimada pelo C¢;. Pressupde-se que esta oligtria e redugdo da taxa de filtragdo glomerular
sejam pelo menos em parte resultado de proeminentes alteracdes hemodindmica sistémicas
e renais secunddrias a hipotensdo arterial grave induzida pela sepse. Estes dados sao
concordantes com estudos prévios de NEVIERE et al. (1999), nos quais a septicemia inicia
a partir de um foco infeccioso supurativo peritoneal localizado, que por contiguidade

compromete 0 ramo venoso, arterial ou linfatico, produzindo flebite, arterite e linfangite.

Por via hematogénica através de trombos sépticos formam-se focos
metastaticos por bactérias gram negativas, nos quais a LPS é a responsdvel pela agao
patogénica da endotoxina. Com o choque séptico (quadro clinico dominante da septicemia),
observa-se a instalacdo da faléncia de multiplos 6rgdos, cujos mecanismos sao pouco
elucidados, e com elevada taxa de mortalidade. Neste estado critico paciente e animais em
modelos experimentais sdo suscetiveis ao dano intestinal, devido a uma possivel falha da
permeabilidade e do mecanismo de defesa do intestino, cuja disfuncdo intestinal
complicada pela septicemia é conseqiiéncia de um dano e descontinuidade da mucosa,
seguida de reducio da perfusdo microcirculatéria (NEVIERE et al., 1999). Nos modelos
animais utilizados para produgdo de septicemia com evolucdo para faléncia de multiplos
orgdos, tanto a causada pela injecao de endotoxina quanto aquela decorrente da indugdo de

peritonite pela CLP apresentaram comportamento funcionais € hemodinamicos similares

apo6s a producdo de septicemia.
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Entretanto, como tem mostrado recentemente KNOTEK et al. (2001), o
presente trabalho ndo pode afastar a possibilidade que os efeitos hemodindmicos renais
sejam independentes da hipotensdo arterial observada. Esta afirmativa estd em acordo com
as observacdes de que em animais pré-tratados com TNFsRp55 (TNF-soluble receptor) que
somente uma queda parcial da filtracdo glomerular seja decorrente de modificacdes na
pressdo arterial e no fluxo sangiiineo renal (KNOTEK et al., 2001). Nestes animais os
niveis séricos de NO também eram baixos, sugerindo ser a disfuncao renal durante a sepse
independente de NOS e hipotensdo, sendo possivelmente resultado de um desequilibrio na

secrecdo de substancias vasodilatadoras e vasoconstrictoras renais (PAJKART, 1996).

Segundo VINCENT (1996), a endotoxina atua diretamente sobre os tecidos de
varios 6rgaos, evoluindo com reducido do débito cardiaco, seguido de queda da pressdao
arterial e da perfusdo periférica, com evolugdo para o “choque frio” caracterizado por pele
fria, imida, palidez, cianose, taquicardia com hipotensao arterial progressiva secunddria ao
vasoespasmo decorrente da liberacdo de catecolaminas e hiperatividade simpética

compensatdria a hipotensdo e vasodilatacio arterio-venosa.

A progressiva reducdo do ultrafiltrado glomerular no presente estudo foi
acompanhada por alteracdes funcionais tubulares (figuras 2, 3, 4), caracterizados por um
aumento da excrecdo tubular de sédio a partir das 12 horas pds-sepse decorrente de um
aumento da FEPNa. Esta rejei¢ao tubular proximal de sddio foi acompanhada pelo aumento
da reabsorcdo pds-proximal deste ion. A reabsor¢cao pds-proximal de sédio promoveu um
aumento na excre¢do tubular do potdssio observado na (figura 4) a partir das 12 horas apds
inducdo da septicemia. As alteragdes glomerulo-tubulares encontradas no grupo de ratos
septicemia-operados sem tratamento, sdo compativeis com a evolucdo tipica de uma

insuficiéncia renal aguda, 12 horas apds indugdo de septicemia.

Estudos prévios t€ém demonstrado que ratos submetidos a choque séptico
preservam a capacidade de extracdo tecidual de O,, que poderia seguir a manutenc¢io de um
balango adequado de sédio e dgua pelos tibulos renais (HEEMSKERK et al., 1997°). No
entanto, a persisténcia de um consumo renal adequado de O, ocorre a despeito de uma
queda no aporte tecidual de oxigénio sendo que a reabsorcdo efetiva de sédio diminui com

conseqiiéncia de uma queda na filtracdo glomerular (HEEMSKERK et al., 1997°).
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O presente estudo confirma uma queda na reabsor¢ao proximal de sédio nos
animais 12 horas apods instalacdo do choque séptico e este resultado, tomado junto com os
dados da literatura indicando um consumo parenquimatoso inalterado de O,, sugere que o
trabalho renal na septicemia requer um excessivo consumo de O,, para manter a sua fungao.
Embora estudos WEBER et al. (1992) tenham demonstrado esta maior necessidade de
oxigénio para realizar a mesma funcio em animais sépticos, o epitélio tubular ndo parece
apresentar alteragdes morfolégicas significativas. E possivel que os achados sejam
conseqiiéncias de uma retrodifusao de sédio a partir da regido basolateral em direcdo a luz

tubular.

Como possiveis causas deste “vazamento” tubulares poderiam ser aventado
fatores inflamatorios ou mediadores vasoativos de secrec@o paracrina ou enddcrina durante
o estado séptico (HEEMSKERK et al., 1997B). O aumento deste “back-flow” de sédio teria
como conseqiiéncia um elevado consumo de O, para manutencdo de uma efetiva

reabsor¢do de sodio.

Fatores adicionais como a secre¢do de enzimas por células polimorfonucleares
que migram para o rim ou que sao liberadas sisttmicamente por células circulantes, podem
promover uma diminui¢do da atividade Na’K'ATPase contribuindo para a natriurese

observada (COHEN et al., 1986).

VAN LAMBALGEN et al.(1993), relataram, que a IRA € uma das alteracdes
mais precoces observadas durante choque séptico, podendo ocorrer antes das mudancas

hemodinamica, ou até mesmo que estas alteragdes ocorram.

PALSSON et al. (1997), demonstraram que 1 hora apés a infusdo de E. coli
ocorre uma queda do taxa de filtracdo glomerular, fluxo urindrio e da excrecdo tubular de
s6dio em torno de 30-50%. A queda na filtracdo glomerular foi causada pela diminui¢do do
débito cardiaco (depressdo miocardica E. coli-induzida), aumento da atividade simpética

renal, e/ou por uma queda no coeficiente de ultrafiltracdo glomerular.
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Estas observacdes sdo compativeis com os resultados iniciais do presente
estudo onde se observam uns transitérios aumento na reabsorcdo tubular de sddio refletido

pela queda da FEy, (figura 3).

Como vimos na secc¢do anterior, uma importante caracteristica deste estado
fisiopatoldgico € o decréscimo da taxa de filtracdo glomerular associada a uma rejeicao
proximal do s6dio apds 12 horas de evolugdo, caracteristicas muitas vezes ndo associada a

modificagdes no fluxo sangiifneo renal (HEEMSKERK et al., 1997°).

Teorias sobre a patogénese da insuficiéncia renal aguda sugerem uma secrecao
. . L . . . 4 . A
inapropriada de varios mediadores inflamatérios (HEEMSKERK et al., 19977), estes
podem ser diretamente citoxicos ou promover uma ma distribuicdo do fluxo sangiiineo e do

suprimento de O, dentro da microcirculagdo renal.

Um grande nimero de estudos (GLAUSER, 1991; EVANS, 1993; BOYLE
et al., 2000) tem levantado a hipétese que o 6xido nitrico (NO) seja o mediador secundério
da endotoxemia. O NO ¢ produzido endogenamente, atuando localmente como

vasodilatador cujo sinal intracelular parece ser via estimulacdo da 375" GMPc

(DINARELLO, 1996).

O NO causa uma inibi¢do de agregacdo plaquetdria direta ou indiretamente em

sinergismo com PGI (RADOMSKI et al., 1987A).

Lipopolissacédride (LPS) de origem bacteriana bem como fator de necrose
tumoral (TNF) e outras citocinas podem estimular a producdo de NO via NOS célcio-
independente (BEASLEY et al., 1991). Tem sido demonstrado que células mesangiais em

cultura quando incubados com LPS aumentam a producdo de NO (SHULTZ et al., 1991).

KILBOURN et al. (1990), mostraram que a inibicdo de NOS atenua a
hipotensdo causada por TNF em caes. Finalmente, PETROS et al. (1991) descreveu os
beneficios hemodinamicos de inibicdo de sintese de NO em 2 pacientes com choque
séptico. Com base nos dados acima, o presente estudo procurou determinar se a inibi¢ao da
NOS pelo L-NAME causa modificacOes significativas na evolu¢do do choque séptico

causado pela CLP.

Discussdo

105



Os resultados obtidos demonstram que tanto no grupo sham-operados como no
grupo septicemia-induzido tratado previamente com L-NAME, apresentaram elevagdo
temporal da pressdao arterial caudal (PAC) até 12 horas apds inducdo da sepse (grupo
septicemia-induzido) com queda significativa da PAC, as 18 horas apds inducdo de
septicemia (figura 5), embora esta queda aguda mantivesse ainda dentro de niveis
pressoricas semelhantes aqueles observados para sham-operados ndo tratados (figura 1),
sugerindo que o tratamento prévio com inibidor da NOS atenuou severamente a queda
pressdricas nos animais sépticos. Estes dados foram confirmados por estudos, mostrando
que a inibicdo da NOS melhora a vasodilatacdo sistémica e a hipotensdo associada ao
choque séptico (PETROS et al., 1991), embora outros (NAVA et al., 1991; BOYLE et al.,
2000), indagaram que a inibicdo da NOS possa reduzir ou potencializar a trombose

glomerular e a injuria renal durante a endotoxemia.

Esta afirmativa € sustentada pelas observacdes do presente estudo de que apesar
de previamente tratados com L-NAME, observa-se que a CLP promoveu alteracoes
significativas na fun¢do renal com redug@o do fluxo urindrio a partir das 12 horas apds
CLP, esta queda foi evolutiva até atingir nivel acentuado por volta de 18 horas quando
comparado com o grupo controle sham-operado (figura 6). Esta queda do fluxo urindrio foi
acompanhada também por uma reducao da filtracdo glomerular 18 horas apds indugdo de
septicemia, embora os niveis pressoricas (~100mmHg) estivessem proximos aos niveis

satisfatorios para manutencao de uma adequada filtracao glomerular.

Com a reducdo do ultrafiltrado glomerular as 18 horas pds-CLP mesmo com
tratamento prévio com L-NAME, observa-se no grupo septicemia—induzido um aumento da
excrecdo urindria de sodio (FEn,), associada a uma rejei¢cdo tubular proximal do sédio. Esta
rejeicdo tubular proximal de s6dio foi acompanhada por um aumento da excrecdo urindria
deste ion e pela elevada secrecdo de potdssio a partir de 12 horas apds inducdo de

septicemia.

No presente estudo, a despeito de uma significativa atenuacdo da hipotensao
pelo L-NAME po6s-CLP, ocorreu uma significativa redugdo no clearance de creatinina as 18
horas. Estas observacdes podem sugerir a possibilidade de que a reducdo da filtracdo

glomerular neste modelo de sepse possa ocorrer como resultado de uma trombose e ou
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deposicdo de fibrina nos capilares glomerulares como descritos por (RAIJ et al., 1977;

FERRARIO et al., 1991).

Recentemente XAVIER et al. (2000), mostraram a presencga de proteinuria apds
tratamento com L-NAME. E provdvel que esta proteintria seja devido a hipertensio
intraglomerular, desde que ambos os grupos, sham-operados e septicemia-induzidos
apresentaram HA sist€émica. Nao se afasta, entretanto, a possibilidade de que a inibi¢cdo de
NOS pelo L-NAME esteja associado a uma maior agregabilidade plaquetdria e lesdo

glomerular, potencializada pelo choque séptico.

Muito investigador tem estabelecido que o NO € um dos fatores de relaxamento
derivado do endotélio (EDRF) importante na manuten¢do do tdonus vascular basal em
individuos normais e em situacOes patolégicas tais como: hipertensdo arterial e

insuficiéncia renal aguda (TOLINS et al., 1990; SHULTZ et al., 1990).

Tem sido estabelecido que estados de endotoxemia promovem a ativagdo da
NO sintase, tipo indutiva, fazendo com que NAVA et al. (1992), tenha sugerido que os
elevados niveis circulantes de endotoxinas e/ou citocinas possam ser os responsaveis pela
vasodilatacdo bem como pelo choque endotéxico durante os estados sépticos. No entanto,
vasodilatacdes teciduais locais induzidos pelo NO, podem auxiliar na manutencao de um

fluxo sangiiineo adequado em 6rgaos durante periodos de hipoperfusao.

Adicionalmente, a propriedade antiagregante plaquetaria do NO poderia

proteger 6rgdos e tecidos contra trombose de pequenos vasos (RADOMSKI et al., 1987%).
Estas acdes do NO poderiam ter um efeito protetor durante a septicemia.

Tomando como base os nossos resultados em relacao ao estudo citado acima,
podemos aventar a possibilidade que embora a inibi¢cdo da NOS pelo L-NAME retarde os
efeitos decorrentes da hipotensdo induzida pelo NO, uma menor producdo de 6xido nitrico
pode levar agregacdo plaquetdria, vasoconstric¢do e a trombose capilar em uma variedade

de 6rgdos associada a disfuncdo destes (RADOMSKI et al., 1987").
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THIEMERMANN & VANE (1990), ja haviam observado que o L-NMMA e L-
NAME poderiam atenuar a hipotensdo apds a infec¢do pelo LPS ou injecdo de bactéria

viva.

PETROS et al. (1991), foram os primeiros a descreverem o uso de andlogos da
arginina em dois pacientes em choque séptico severo. Tanto o L-NMMA quanto o L-
NAME produziram uma elevagdo sustentada na pressdo arterial média entre 10 minutos a
vdrias horas apds a sua administragdo, embora este fendmeno fosse acompanhado por uma
queda no indice cardiaco de 4,5 para 2,7 1/min/m? e os pacientes foram a 6bito por faléncia
de multiplos 6rgdos. Em estudo randomisado, duplo-cego, placebo-controlado de L-
NMMA em 12 pacientes com choque séptico, PETROS et al. (1991), revelaram que em 6
pacientes recebendo a droga através de bolus de 0,3 mg/kg ou através da infusdo continua
de 1 mg/kg/hora durante 6 horas foram confirmados as observacdes do presente trabalho,
com uma ascensao sustentada da pressdo arterial média, acompanhada, no entanto por uma
queda da freqiiéncia cardiaca do débito cardiaco. Esta elevagdo pressdricas caracteriza-se
como efeito benéfico do L-NAME, mas a queda do débito cardiaco, no entanto, evidenciou-

se uma grande desvantagem.

Por outro lado, SCHILLING et al. (1993), também testaram L-NMMA em
pacientes em choque séptico refratario, e observaram uma elevacdo da pressao arterial
média acompanhado de uma queda de 30% no indice cardiaco, embora os pacientes tenham

sobrevivido.

Sustentando mais uma vez os resultados do presente estudo, os dados de
RODRIGUEZ-PEREZ et al. (1998), constataram que os ratos cuja sintese de NO foi
bloqueada por L-NAME 100 mg/L na 4gua, durante 21 dias, comparados a um grupo
controle, apresentaram uma elevacdo da pressao arterial associada a vasoconstric¢do renal,
queda do fluxo sangiiineo renal sem alteracdes significativas da filtracdo glomerular, tendo
como conseqiiéncia, um aumento da fracdo de filtracdo (FF), e uma mantida excregao

urinaria de sédio.
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Estudos prévios de LIN et al. (1999); XAVIER et al. (2000), mostraram que o
uso de L-NAME em longo prazo causam uma elevagdo da pressao arterial, seguida por um
aumento na excre¢do urindria de sédio, devido a rejei¢do do sédio nos segmentos tubulares
pOs-proximais do nefro associada a uma pronunciada reducdo da filtracdo glomerular e
conseqiiente reducdo da carga filtrada de sédio. A inibi¢ado da NOS modifica a reabsor¢ao
tubular de sdédio através de uma ac¢do direta sobre o transporte tubular de s6dio, bem como
por uma redugdo em fluxo sangiiineo medular e/ou elevacdo na pressdo hidrostéitica
peritubular (GRANGER et al., 1986; MATTSON et al., 1992) Em apoio a uma ac¢do direta
de NO sobre o transporte tubular, tem sido observado uma inibi¢do do transporte de soédio

em células em cultura derivadas do ducto coletor cortical (STOOS et al., 1991).

Assim, na observacao do presente estudo tomados junto com outros (SHULTZ
et al,, 1992; LIN et al., 1999; XAVIER et al.,, 2000) mostram que, a inibicdo aguda e
cronica de NO, na septicemia promove um provdvel aumento da pressdo capilar
glomerular, mantendo-se a capacidade filtrante do nefro com um efeito antagénico sobre a

acdo deletéria da vasodilatacdo sist€mica nesta situagdo experimental.

Os resultados mostram qua animais septicemia-induzidos sem administragdo ou
ap6s a administracdo de NaCl 0,15M, apresentaram queda significativa da PAC
configuradas nas curvas apresentadas na figura 3. Os decréscimos da pressao arterial caudal
intergrupo  nos animais septicemia-induzidos tratados com NaCl 0,15M foi
significativamente menor as 18 horas apds inducdo. Quando comparados ao grupo
septicémico sem tratamento a PAC dos animais septicemia-induzidos tratados com NaCl
0,15M foi de: Controle = 113,0+ 2,8; 3 horas = 132,0+8,9; 6 horas = 126,0+9,0; 12 horas
= 102,0+9,2; e 18 horas = 84,0+8,0 mmHg vs PAC dos animais septicemia-induzidos sem
tratamento: Controle = 113,0+2,8; 3 horas = 121,0+11,0; 6 horas = 119,0+8,0; 12 horas =
84,0+£8,9*; e 18 horas = 61,0+9,0* mmHg) (*p<0,05) foi significativamente menor das 12

as 18 horas apés indugdo, no grupo de animais septicemia induzido sem tratamento.
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Alteracoes da func¢ao renal:

Na comparagdo entre ratos septicemia-induzidos sem tratamento, e aqueles
tratados pela administragdo SC de NaCl 0,15M, observam uma significativa e progressiva
queda na filtracao glomerular associada com uma pronunciada redu¢do do fluxo urinério no
grupo nao tratado, quando relacionados ao grupo tratado com NaCl 0,15M subcutaneo

(figura 10).

Com a reducdo do clearance de creatinina, observamos alteracdes significativas
funcionais tubulares com um aumento da excre¢do urindria de sodio associado a uma

rejeicdo tubular proximal e pds-proximal de sédio como mostrado na figura 10.

Nossos resultados mostram também um aumento da FEK, partir das 12 horas

apo6s inducao da septicemia.

Ap6s administragdo subcutanea de NaCl 0,15M, ocorre um transitério, mas
significativo retardo da queda pressdricas e funcional renal, embora ndo modifique a
evolucao final da septicemia ao fim de 18 horas. A despeito da reposi¢cao volémica com
NaCl 0,15M as alteracOes glomerulo-tubulares sdo compativeis com a instalacdo de
insuficiéncia renal aguda no grupo de ratos septicemia-induzidos a partir das 12 horas apds

inducdo de septicemia.

Segundo METRANGOLO et al. (1995), no choque séptico experimental, o
padrdao hipodindmico e hipocinético € observado nas fases iniciais do curso do choque,
antes da administracdo de fluidos, ou apds instalacdo de insufici€éncia miocardica. A
tentativa do uso agressivo de fluidos com solugdes hipertdnicas para recuperacio

hemodinamica associada ao uso de dobutamina tém sido invariavelmente prescritos.

Em estudos prévios HEEMSKERK et al. (1997%), refere que o tratamento com
solugdes coldides promove aumento no fluxo urindrio em ratos controles e com bacteremia,
mas ndo em ratos com endotoxemia. No presente estudo, animais submetidos a septicemia
e tratados apds reposicdo salina apresentam uma reducao tardia da fun¢do, acompanhado
por um aumento da excre¢do tubular proximal de sddio, revelando uma transitéria melhora

clinica, mas que, entretanto, ndo previne definitivamente a deterioracdo funcional
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glomérulo-tubular. E possivel que o estado endotéxico com o decorrer do processo
infeccioso cause uma significativa disfun¢do na contratilidade ventricular suficiente para

impedir uma adequada recuperagao hemodinidmica.

Nossos resultados confirmam parcialmente os estudos de PEDERSEN et al.
(1989), quando observaram que a administracdo subcutanea de fluido causa uma importante
resposta hiperdinamica apos a septicemia CLP-induzida em ratos. No volume de 5 ml/100
gramas de peso corporal, de solucdo salina isotdonica, administrada subcutaneamente, os

autores obtiveram uma significativa melhora na hemodindmica, neste modelo de sepse.

Verificamos, portanto que, com a reposi¢do hidrosalina, hd um retardo
temporario da queda do Cc;, provavelmente, por um temporario acumulo da resisténcia
vascular renal pds-glomerular associado a uma também transitdria reabsor¢do tubular de
s6dio e dgua, que, no entanto, ndo € persistente durante todo o acompanhamento do

Pprocesso.

Os nossos dados avaliam que ha uma imediata preservacdo da fungdo renal,
com a reposi¢ao subcutanea com NaCl 0,15M, embora transitéria, provavelmente como
conseqiiéncia de uma provdvel elevacdao do fluxo plasmadtico renal por uma dilatagdao
arteriola aferente ou decorrente de um aumento da pressdo de filtracdo glomerular por
constriccdo eferente, exercendo considerdvel protecdo sobre a filtracdo glomerular alterada

pela septicemia-induzida.

Os resultados do presente estudo mostram que grupos de ratos pds-CLP evoluiu
para um estado de choque hemodindmico provavelmente a partir das 12 horas apds a
inducdo da septicemia (figura 1). Por outro lado, o tratamento prévio de animais com L-
NAME ou reposi¢ao volémica pela administracao de NaCl 0,15M, promoveram um retardo
na evolucdo deletéria deste estado patolégico com uma pronunciada queda pressoricas as
18 horas pds a CLP (figuras 5 e 9), embora estas manobras terapéuticas ndo impedissem a

lesdo fatal da inducdo séptica.
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6. CONCLUSAO
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Os resultados do presente estudo mostram que:

Grupos de ratos submetidos a septicemia provocados por ligadura e perfuracao
cecal evoluiu para um estado de choque hemodinamico provavelmente a partir das 12 horas

apo6s a indugdo da septicemia (figura 1).

Por outro lado, a realizacdo de tratamento prévio de animais controles e
experimentais com L-NAME promoveram um retardo na evolugdo deletéria deste estado
patologico com uma pronunciada queda presséricas as 18 horas pos a CLP (figuras 5),

embora esta manobra terapéutica ndo impediu a lesao fatal da inducdo séptica.

Finalmente, a realizacdo de tratamento com reposi¢do volémica de animais
experimentais pela administracdo de NaCl 0,15M, promoveram um retardo na evolugao
deletéria deste estado patolégico com uma pronunciada queda pressoricas as 18 horas pos a
CLP (figuras 9), embora esta manobra terapéutica também ndo impediu a lesdo fatal da

inducdo séptica.
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Acute renal failure is a frequent complication in septic patients associated with
a high mortality rate. An important characteristic is a decrease in glomerular filtration rate,
which is even present in situations where renal blood flow has been maintained. Prevailing
hypothesis on the pathogenesis of renal failure suggest an inappropriate and uncontrolled
release of various inflammatory mediators. Overwhelming sepsis, with or without septic
shock, can be an extremely difficult clinical trouble to treat. Antibiotics clearly are a
mainstay of therapy but are often inadequate in the immunocompromised host.
Additionally, an adequate nutritional, pressure, fluid and electrolyte management is critical
in the care of patients with sepsis. One such septicemia model that is frequently used is
cecal ligation and puncture in rats. This model resembles human sepsis in several important
aspects, such as an early phase of hyperdynamic, hypermetabolic sepsis followed by a late
phase of hypodynamic sepsis. An intra-abdominal abscess causes the condition and

devitalized tissue, which are common source of sepsis in-patients as well.

Recent studies also suggest involvement of nitric oxide (NO), generated by
inducible NO synthase (iNOS), in the pathogenesis of endotoxin-induced renal failure.
Several studies have shown that the short-term administration of N®-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME), an inhibitor of nitric oxide (NO) synthesis results in a prompt
increase in the arterial pressure of rats, rabbits, and dogs. The immediate increase in arterial
pressure reflects principally an increased vascular smooth muscle tone as a consequence of
decreased NO synthesis. Increases in sympathetic nerve activity have been described after
acute inhibition of NO synthesis, suggesting that neurogenic mechanisms may contribute to

the rise in arterial pressure.

Administration of an adequate volume of fluid is important for the
hyperdynamic response and to keep the hemodynamic steady state after cecal ligation and
puncture (CLP) in rats. In the present study, 5 milliliters per 100 grams of body weight of
0.15M NaCl solution were administered via subcutaneous, immediately after CLP, as

recommended previously.

The present study was performed to compare blood pressure behavior and renal
sodium handling in three groups (experimental versus control group, n=10 each) of adult

male Wistar-Hannover rats (weighting between 200-250 g) at 3, 6, 12 and 18 hour after
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cecal ligation and puncture (CLP): 1) CLP and sham-operated vehicle-treated, 2) CLP and
sham-operated L-NAME-treated, and 3) CLP and sham-operated 0.15M NaCl-treated rats.
Three series of experiment were performed between 3 to 18 hours once most of animals

died after 24 hours post CLP.

Arterial blood pressure and renal function study were measured 3, 6, 12 and 18-
h after CLP in conscious rats by tail-cuff method and whole kidney creatinine and lithium
clearances. The arterial pressure and renal function tests were performed in individual
metabolic cages 7 days after the beginning of L-NAME administration (60mg/kg/day) and
3, 6, 12 and 18-h after Sml 0.15M NaCl administration, and progressively increased arterial
pressure from 127+3.5 mmHg to 149+£13.0 mmHg (P<0.05%) in the sham-operated group
and a significant blood pressure decrease to 96+8.0 mmHg 18-h after CLP. So, the
development of hypertension was significantly delayed and attenuated in septic L-NAME-
treated rats. By the 7" day of treatment the increased blood pressure was accompanied by a
non-significant fall in creatinine clearance from 310+32ul/min/100 g to 305£23ul/min/100
g and no change in fractional urinary sodium excretion. In CLP group the treatment with L-
NAME did not prevent the glomerular filtration fall (from 294+25ul/min/100 g to
185£16ul/min/100 g), as well as the proximal sodium rejection (43.7+4.4 % to 53.0+3.3 %)
18-h post sepsis induction. This was accompanied by a striking additional increase in
fractional renal potassium excretion from 0.15%0.04% to 0.31+0,03% in sham-operated and
septic rats respectively and an enhanced proximal followed by consecutive fall post-
proximal sodium excretion compared to no-changed urinary sodium excretion the sham-

operated group.

Fluid replacement was performed with the view of obtaining the amelioration
of circulation and renal function in septic rats. Administration of an adequate volume of
fluid is important for the hemodynamic stability after CLP in rats. However, in the present
study, 5 ml per 100 g of body weight of 0.15M NaCl solution administered subcutaneously
did not improved significantly the survival rate and renal tubular function. Our results
suggest that fluid resuscitation delayed and attenuated the blood pressure and glomerular
filtration rate decrease, based upon current understanding of the pathophysiology of fluid

imbalance, should be to ensure adequate oxygen delivery by optimizing blood oxygenation,
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perfusion pressure, and circulation volume independently of an additional increase in tubule
sodium reabsorption in the whole segments of nephrons. Maintenance of higher values in
venous pressure during fluid resuscitation might be recommended because adequate fluid

resuscitation could sustain the renal function, and result in good outcome.

Key words: Experimental sepsis, renal function, nitric oxide, arterial blood pressure,

natriuresis, and lithium clearance.
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Tabela 2: Alteracoes temporais da massa corporal, da pressiao arterial caudal, do

fluxo urinario minuto e do clearance de creatinina em ratos sépticos apés ligadura e

puncao cecal (CLP) comparados aos animais controles.

Pressao arterial caudal (PAC) mmHg

Horas C Epm S Epm
Controle | 126,0 3,2 126,0 3,2
3 115,0 11,0 121,0 11,0
6 122,0 10,0 119,0 8,0
12 116,0 9,0 84,0 8,9%:#
18 121,0 9,6 61,0 9,0%;#
Peso corporal (p.c.)
Horas C Epm S Epm
3 253,0 5.8 2490 5.3
6 263,0 10,0 274,0 9,0
12 246,0 9,0 260,0 9,6
18 268,0 34 278.,0 4,8
Volume urinario minuto (V’) ul/min/100g p.c.
Horas C Epm S Epm
3 46,0 3.8 38,0 4,5
6 37,9 2,1 28,5 4,5
12 48,9 2,3 16,3 3,5%;:#
18 43,0 2,4 11,5 1,9%:#
Clearance de creatinina (Cc,) ul/min/100g p.c.
Horas C Epm S Epm
3 303,0 32,1 312,0 38,0
6 257,7 17,4 217,0 20,0
12 303,0 22,3 186,0 28,0
18 281,0 25,5 174,0 19,0%
C = Controle S = Septicemia *p<0,05 vs 3h  #p<0,05 Controle vs Experimental

Anexol
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Tabela 3: Alteracoes temporais do clearance de litio e fracao de excrecao tubular

renal de sddio, da fracao de excrecao tubular renal proximal e pés-proximal de sédio e

da fracdo de excrecdo tubular renal de potassio em ratos sépticos apés CLP

comparados aos animais controles.

Fracao de Excrecao Tubular de Sédio (FEx,) %

Horas C Epm S Epm

3 0,30 0,046 0,26 0,03

6 0,31 0,05 0,29 0,05

12 0,27 0,03 0,37 0,04#

18 0,24 0,034 0,42 0,026%;#
Fracio de excrecao tubular de potassio (FEg) %

Horas C Epm S Epm

3 0,15 0,02 0,17 0,02

6 0,11 0,05 0,15 0,03

12 0,10 0,03 0,26 0,04+;#

18 0,12 0,05 0,24 0,02%;#
Clearance de litio (Cyi) pl/min/100g p.c.

Horas C Epm S Epm

3 87,0 9,3 68,0 6,4

6 85,8 6,6 65,0 6,0

12 93,5 6,7 95,4 7.8

18 81,0 7,9 121,3 9,1%;:#
Fracao de excrecao tubular proximal de sédio (FEPy,) %
Horas C Epm S Epm

3 38,0 4,5 27,0 4.4

6 32,2 2,2 23,2 2,02

12 40,6 3,6 42,8 3.4%

18 37,5 4,1 56,0 4,3%;:#
Fraciao de excrecao tubular pos-préoximal de s6dio (FEPPy,) %
Horas C Epm S Epm

3 0,70 0,07 0,51 0,08

6 0,81 0,09 0,60 0,09

12 0,68 0,08 0,28 0,08%;#

18 0,56 0,10 0,37 0,07

C = Controle S = Septicemia *p<0,05 vs 3h  #p<0,05 Controle vs Experimental
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Tabela 4: Alteracoes temporais da massa corporal, da pressao arterial caudal, do
fluxo urindrio minuto e do clearance de creatinina em ratos sépticos apés CLP
comparados a um grupo de animais controle, apés administracio oral de N°-Nitro-L-
Arginine Methil Ester (L-NAME).

Pressao arterial caudal (PAC) mmHg

Horas C Epm S Epm
Controle | 146,8 10,1 150,0 11,8
3 148,0 11,0 152,0 12,8
6 152,0 10,0 148,0 14,0
12 143.,0 11,0 136,0 10,5
18 149,0 13,0 96,0 8,0%;#
Peso corporal (p.c.) g
Horas C Epm S Epm
3 303,0 33,0 312,0 36,0
6 289.,0 19,0 287,0 25,0
12 300,0 25,0 265,0 24.0
18 2970 24,0 254.0 19,0
Fluxo urinario minuto (V’) ul/min/100g p.c.
Horas C Epm S Epm
3 46,0 3,8 38,0 4,5
6 37,9 2,1 28,5 4,5
12 48,9 2,3 16,3 3,5%;:#
18 43,0 2.4 11,5 1,9%#
Clearance de creatinina (C¢,) ul/min/100g p.c.
Horas C Epm S Epm
3 310,0 32,0 294.0 25,0
6 305,0 25,0 287,0 22,0
12 298.,0 22,0 267,0 28,0
18 305,0 23,0 185,0 16,0%;#
C = Controle S = Septicemia *p<0,05 vs 3h  #p<0,05 Controle vs Experimental
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Tabela 5: Alteracoes temporais do clearance de litio e fracao de excrecao tubular

renal de sddio, da fracao de excrecao tubular renal proximal e pés-proximal de sédio e

da fracdo de excrecdo tubular renal de potassio em ratos sépticos apés CLP

comparados a um grupo de animais controle, apés administracio oral de L-NAME.

Fracao de Excrecao Tubular de Sodio (FEx,) %

Horas C Epm S Epm

3 0,48 0,05 0,34 0,02

6 0,5 0,03 0,43 0,03

12 0,46 0,025 0,45 0,04

18 0,45 0,042 0,539 0,02
Fracio de excrecao tubular de potassio (FEg) %
Horas C Epm S Epm

3 0,19 0,03 0,23 0,04

6 0,17 0,03 0,22 0,03

12 0,16 0,03 0,30 0,03*;#

18 0,15 0,04 0,31 0,03*;#
Clearance de litio (Cyi) pl/min/100g p.c.
Horas C Epm S Epm

3 101,0 9,3 87,0 10,0

6 108,0 6,6 96,0 8,0

12 111,0 6,7 115,0 10,2

18 102,0 7,9 132,0 6,4%
Fracao de excrecao tubular proximal de sédio (FEPy,) %
Horas C Epm S Epm

3 42,0 4,5 43,7 4.4

6 38,0 2,2 36,4 2,02

12 46,0 3,6 41,8 3.4

18 41,0 4,1 53,0 3,3
Fraciao de excrecao tubular pos-préoximal de s6dio (FEPPy,) %
Horas C Epm S Epm

3 0,75 0,09 0,71 0,10

6 0,80 0,11 0,54 0,10

12 0,82 0,13 0,49 0,09

18 0,79 0,15 0,33 0,084#

C = Controle S = Septicemia *p<0,05vs3h #p<0,05 Controle vs Experimental
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Tabela 6: Alteracoes temporais da massa corporal, da pressao arterial caudal, do
fluxo urindrio minuto e do clearance de creatinina em ratos sépticos apés CLP
tratados com salina isotonica subcutianeo, comparados a um grupo controle de

animais com septicemia sem tratamento.

Pressao arterial caudal (PAC) mmHg

Horas C Epm S Epm
Controle | 113,0 2,8 112,0 3.8
3 121,0 11,0 132,0 8,9
6 119,0 8,0 126,0 9,0
12 84,0 8,9+ 102,0 9,24
18 61,0 9,0%* 84,0 8,0%:#
Peso corporal (p.c.) g
Horas C Epm S Epm
3 251,0 9,0 265,0 7,0
6 281,0 5,6 273,0 13,0
12 2740 10,9 2540 12,0
18 268,0 11,0 259.,0 11,5
Fluxo urinario minuto (V’) ul/min/100g p.c.
Horas C Epm S Epm
3 44,0 6,2 43,6 4,0
6 32,1 4,3 45,1 3,2
12 20,0 4,6 36,8 34
18 13,6 3,7% 32,7 3,3#
Clearance de creatinina (Cc;) ul/min/100g p.c.
Horas C Epm S Epm
3 312,0 23,0 312,0 31,0#
6 211,0 22,0 296,0 16,74
12 172,0 19,0 292,0 21,3#
18 163,0 15,0% 216,0 22,0%;#

C = Sepse S = Septicemia+NaCl 0,15m *p<0,05 vs 3h #p<0,05 Controle vs Experimental
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Tabela 7: Alteracoes temporais do clearance de litio e fracao de excrecao tubular
renal de sddio, da fracao de excrecao tubular renal proximal e pés-proximal de sédio e
da fracao de excrecao tubular renal de potassio em ratos sépticos apés CLP tratados
com salina isotonica subcutaneo, comparados a um grupo controle de animais com

septicemia sem tratamento.

Fracao de Excrecao Tubular de Sédio (FEn,) %

Horas C Epm S Epm

3 0,24 0,04 0,38 0,03

6 0,26 0,06 0,35 0,042

12 0,37 0,05 0,48 0,037%

18 0,45% 0,05 0,53 0,048%*;#
Fraciao de excrecao tubular de potassio (FEg) %
Horas C Epm S Epm

3 0,19 0,03 0,26 0,03

6 0,16 0,036 0,24 0,035

12 0,32 0,037+ 0,31 0,044#

18 0,31 0,03 0,33 0,031#
Clearance de litio (Cy;) pl/min/100g p.c.

Horas C Epm S Epm

3 65,4 8,7 95,8 8,6

6 63,7 10,9 102,0 9,2

12 105,9 15,2 106,7 11,5

18 119,3 12,3+ 117,8 12,44
Fracao de excrecao tubular proximal de sédio (FEPy,) %
Horas C Epm S Epm

3 21,0 54 42,0 5,0#

6 24,6 3.9 44,2 4,04

12 38,9 4,1 58,0 6,0#

18 48,7 4,8%* 61,3 3,0%;#
Fracio de excrecao tubular pos-préoximal de Sédio (FEPPx,) %
Horas C Epm S Epm

3 0,49 0,06 0,78 0,065#

6 0,56 0,075 0,82 0,056#

12 0,24 0,066% 0,66 0,085#

18 0,28 0,08 0,52 0,073%*;#

C = Sepse S = Septicemia+NaCl 0,15M *p<0,05 vs 3h #p<0,05 Controle vs Experimental
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Tabela 8: Dosagens gasométricas realizados as 3 horas em um grupo definido de

animais utilizados durante a padronizaciao do modelo experimental.

Horas pH | PaCO,mmHg | PaO,mmHg | HCO3; mEq/l | Lactemia mg/dl
Controle 7,36 42 92 20 2
Septicemia | 7,01 24 96 7 9

Tabela 9: Dosagens gasométricas realizados em um grupo controle de animais

utilizados durante a padronizacao do modelo experimental.

pH venoso

Horas Média Epm
3 7,3 0,2
6 7,1 0,6
12 7,1 0,2
18 6,9 0,4

HCO3- venoso mEq/1

Horas Média Epm
3 11,46 4,05
6 10,40 2,05
12 9,33 3,00
18 9,37 2,06

Lactato mg/dl

Horas Média Epm
3 4,9 0,9
6 6.8 0,5
12 5,7 0,7
18 8,4 3.9

PaCQO; venoso mmHg

Horas Média Epm
3 36,0 4,9
6 32,0 1,2
12 31,0 2.4
18 35,0 3,7

Pa0O, venoso mmH

Horas Média Epm
3 90,0 5,0
6 85,0 7,1
12 84,4 8,1
18 74,3 6,2
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