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RESUMO

Este estudo avaliou a evolugdo da sepse apdés o consumo de etanol em ratas
fémeas em estro. Foram realizados trés experimentos, nos quais 0S grupos
Controle (C e CS) receberam agua enquanto os grupos Etanol (E e ES)
receberam solucdo de etanol a 10% v/v. Apds as quatro semanas de consumo
de liquido e racéo ad libitum, os animais que se encontravam nas fases estro
do ciclo estral sofreram inducdo de sepse pelo método de injecdo de fezes
frescas no peritbneo. O experimento 1 analisou a sobrevida dos animais apo6s
inducdo séptica e o parametro mortalidade foi verificado em relacdo a 48 horas.
Os animais foram divididos em grupos Sepse (S n=20) e Etanol Sepse (ES
n=20). O experimento 2 verificou a resposta imune quanto ao nivel de citocinas
(TNF-a, IL-6, MIF, IL-10, IL-13, TGF-B), de estrogénio e os parametros
bioquimicos (creatinina, uréia, ALT, AST, proteinas totais, glicose e albumina).
Os animais foram divididos em grupos Controle (C n=12), Etanol (E n=12),
Sepse (S n=20) e Etanol Sepse (ES n=25). Para a obtencéo de sangue para as
dosagens, foi realizada puncao cardiaca 8 horas apos inducédo da sepse nos
grupos S e ES e apos injecao de salina nos grupos C e E. O experimento 3
verificou a formacdo de col6nias do lavado peritoneal. Os animais foram
divididos em grupos Controle (C n=1), Etanol (E n=1), Sepse (S n=4) e Etanol
Sepse (ES n=4). No experimento 1, ndo houve alteracado do peso corporal pelo
etanol (Peso S: 201,4 + 23,8; ES: 184,4 + 23,79, p>0,05, teste t de Student). O
consumo diario de etanol foi em média 10,9 £ 1,9 g/kg. Apos 48 horas da
inducdo de sepse, 17 animais do grupo S (85%) e 14 animais do grupo ES
(70%) haviam morrido (Log-Rank p= 0,0008). No experimento 2, foi observado
aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatdrias em decorréncia da sepse.
Houve também aumento nos niveis de TNF-a (p=0,0198, Mann Whitney) e
diminuicdo de IL-6 (p=0,0438) e MIF (p=0,0264) em ES em relacdo a S. Os
niveis de estrogénio diminuiram significativamente em ES em comparacao ao
grupo E (p<0,0001) e a sepse causou uma diminuicdo deste horménio também
entre 0s animais que consumiram agua. O consumo de etanol elevou estes
niveis apos a sepse, demonstrado através da diferenca entre os grupos ES e S
(p=0,0035). Na andlise bioquimica foi observado aumento de creatinina e
diminuicdo de glicose no grupo ES em relacdo aos grupos Etanol e Sepse. No
experimento 3, ndo houve formacao de coldnias nos animais que nao sofreram
sepse e 0 grupo ES apresentou menor valor de UFC em relacédo ao grupo S,
embora este valor ndo tenha sido significativo. Os resultados sugerem que o
consumo de etanol pode aumentar o tempo de sobrevida apés inducéo séptica,
possivelmente através do aumento nos niveis de estrogénio e modulacédo de
citocinas proé-inflamatorias.
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ABSTRACT

The present study evaluated the evolution of sepsis after ethanol intake, relating
the results to rats estrous cycle. Three experiments were performed in which
Control groups (C and S) received water while Ethanol groups (E and ES)
received 10% ethanol solution. Four weeks after liquid and food ad libitum
consumption, animals in estrus phase had septic induction by the method of
fresh feces injected into the peritoneum. Experiment 1 examined animals
survival after sepsis and the mortality parameter was observed over 48 hours.
Animals were divided in Sepsis (S n=20) and Ethanol Sepsis (ES n=20)
groups. Experiment 2 examined immune response whith the cytokines levels
(TNF-qa, IL-6, MIF, IL-10, IL-13, TGF-B), estrogen and biochemical parameters
(creatinin, urea, ALT, AST, total proteins, glucose and albumin). Animals were
divided in Control (C n=12), Ethanol (E n=12), Sepsis (S n=20) and Ethanol
Sepsis (ES n=25) groups. To collect blood for the measurements, cardiac
puncture was performed 8 hours after septic induction in S and ES groups and
after saline injection in C and E groups. Experiment 3 verified the colonies
formation of the peritoneal cavity. Animals were divided into Control (C n=1),
Ethanol (E n=1), Sepsis (S n=4) and Ethanol Sepsis (ES n=4) groups. In
experiment 1 there was no change in body weight by ethanol (Weight CS: 201,4
+ 23,8; ES: 184,4 + 23,79, p>0,05, t Student test). Ethanol daily consumption
was on average 10,9 £ 1,9 g/kg. Twenty-four hours after sepsis induction 13
animals in Septic group (65%) and 2 animals in Ethanol Septic group (13%) had
already died (Mann Whitney p= 0,0314). In experiment 2, sepsis increased pro-
inflamatory cytokines levels. There was also an increase in TNF-a (p=0,0198,
Mann Whitney) and a decrease in IL-6 (p=0,0438) and MIF (p=0,0264) levels in
ES compared to S. Estrogen levels decreased significantly in ES compared to E
group (p<0,0001) and sepsis caused a decrease of this hormone also in
animals that had water intake. Ethanol consumption increased these levels after
sepsis, as demonstrated by the difference between ES and S groups
(p=0,0035). Biochemical analysis showed an increase in creatinin and a
decrease in glucose levels in ES compared to Ethanol and Sepsis groups. In
experiment 3, there was no colonies formed in animals that had no septic
induction and ES group had lower UFC compared to S, although this was not
statistically significant. The results sugest that ethanol intake can increase
survival time after septic induction, possibly by the increase in estrogen levels
and modulation of pro-inflamatory cytokines.

Keywords: ethanol, sepsis, cytokines, estrogen
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1 INTRODUCAO

O a&lcool é uma das drogas mais utilizadas no mundo. O consumo de mais
de duas doses de bebidas alcodlicas por dia possui efeitos deletérios e esta
associado ao aumento de mortalidade (ESPER et al., 2006). Além de interferir no
desenvolvimento fetal, o consumo pesado de bebidas alcoodlicas por alguns anos
causa doencas hepaticas, hematologicas, pancredticas, gastrointestinais,
respiratérias, desnutricio e dependéncia quimica (EDWARD et al., 1999;
MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

A associacdo entre a exposicao ao alcool e o risco ao desenvolvimento de
uma doenca relacionada a seu uso € multifatorial e existe uma variacao individual
consideravel quanto ao risco, com maior susceptibilidade no sexo feminino (DIAZ et
al., 2002). Evidéncias epidemioldgicas indicam que as consequéncias adversas do
consumo de alcool, incluindo doenca hepatica severa como cirrose alcodlica, se
desenvolvem mais rapidamente e requerem menores niveis de exposi¢cao ao alcool
em mulheres do que em homens. Enquanto pelo menos quatro doses por dia sao
necessarias para aumentar o risco ao desenvolvimento de cirrose em homens, em
mulheres, uma dose de bebida diaria é suficiente. Essas observacfes sao feitas
levando-se em consideracdo o peso corporal, a distribuicdo de gordura, agua
corporal e outras variaveis (SCHENKER, 1997) como nivel de enzimas como a

alcool desidrogenase.
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O etanol é uma molécula hidréfila, acumula-se em tecidos com maior teor
de agua e ndo se acumula em tecido adiposo. Como a mulher geralmente apresenta
maior percentual de gordura corporal, isto faz com que sua alcoolemia seja maior
gque a de um homem apds consumirem a mesma dose de etanol (SUTER et al.,
1992). Em relacdo ao seu metabolismo, este ocorre principalmente via alcool
desidrogenase (ADH) e pela citocromo P450 2E1 (ZAKHARI, 2006) sendo as
atividades de ambas as enzimas maior em homens que em mulheres (FRANCONI et
al., 2006), o que também permite que maiores concentracdes de alcool possam ser

detectadas em mulheres quando ocorre consumo da mesma dose.

O etanol é uma droga complexa e seus efeitos podem variar dependendo
do estado imunoldgico, das doses consumidas, do sexo, da idade e do padrdo de
consumo (NELSON & KOLLS, 2002). O alcool possui vastos efeitos sobre o sistema
imune incluindo diminuicdo da resposta de linfécitos a mitdgenos, diminuicdo da
guimiotaxia de neutrofilos e fungdes fagociticas e alteracdo na producéo de citocinas
por linfocitos e macrofagos (COOK, 1998; JERRELLS et al., 1990; KAWAKAMI et al.,
1990; MESSINGHAM et al., 2002). Em estudos clinicos, ja foi comprovado que
pacientes alcoodlatras possuem um risco duas a cinco vezes maior de morbidade
apos cirurgia que pacientes nao alcodlatras. O consumo prolongado e excessivo de
alcool demonstrou predispor os pacientes a uma variedade de infecgbes, o0 que pode
ser devido, em parte, a incapacidade de producdo de importantes citocinas
(DOSSOW et al., 2004). Considerando que o uso abusivo de alcool esta relacionado
ao maior risco a infeccbes, o aumento nesta predisposi¢cdo entre pacientes com

problemas em relagédo ao uso do alcool pode mediar a sepse (O BRIEN et al., 2007).

Apesar das recentes melhorias nos cuidados intensivos e surgimento de
antibidticos, a sepse continua sendo associada a uma alta taxa de mortalidade.
Apenas nos Estados Unidos, aproximadamente 700.000 pessoas sao afetadas pela
sepse anualmente, dentre as quais 210.000 morrem em decorréncia desta sindrome
(ANGUS & WAX, 2001). Além disso, pacientes sépticos geralmente sao

hospitalizados por longos periodos, levando a um custo médio de U$ 50.000,00 por
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paciente (CHALFIN et al., 1993). A sepse é definida como sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) decorrente de infecgéo. O termo “sepse grave” refere-
se a sepse associada a faléncia multipla de 6érgdos (ABRAHAM et al., 2000). Entre
20% e 50% dos pacientes sépticos morrem e, entre aqueles que sobrevivem, a
sepse € associada com consequente reducéo da qualidade de vida (HOYERT et al.,
1999; PERL et al., 1995). Por esta razdo, muitos trabalhos tém sido dedicados a

previsdo de mortalidade nesta sindrome.

Na sepse, quando uma infeccdo bacteriana grave leva a presenca de
organismos e de lipopolissacarideos (LPS) no sangue, os niveis de citocinas
circulantes aumentam e a forma do hospedeiro de responder é alterada. Niveis
elevados de citocinas produzidas em resposta aos lipopolissacarideos podem
resultar em coagulacdo intravascular disseminada (CID). Varios oOrgédos exibem
inflamacédo e trombose intravascular, o que pode produzir a faléncia do 6rgdo. A
lesdo tecidual em resposta ao LPS pode também resultar da ativacdo de neutroéfilos
antes que eles deixem a vasculatura, causando assim dano as células endoteliais e
reduzindo o fluxo sangliineo. Os pulmbes e o figado sao particularmente
susceptiveis a lesdo por neutréfilos. O dano ao pulmdo na SIRS € comumente
denominado sindrome da angustia respiratoria do adulto (SARA) e surge quando
uma lesédo endotelial mediada por neutrofilos permite o extravasamento de fluido do
sangue para o0 espaco aéreo. A lesdo ao figado e o prejuizo da funcédo hepatica
resultam em falha na manutencéo dos niveis normais de glicose no sangue devido a
uma deficiéncia da glicogendlise a partir do glicogénio armazenado. O rim e o
intestino também sdo prejudicados, em grande parte como resultado da perfuséo
reduzida. A superproducdo de oOxido nitrico pelos midcitos cardiacos ativados por
citocinas, e pelas células da musculatura lisa vascular leva a faléncia cardiaca e a
perda da pressdo de perfusdo, respectivamente, resultando em choque
hemodindmico. A triade clinica da coagulacédo intravascular disseminada (CID),
hipoglicemia e faléncia cardiovascular € descrita como choque séptico. Essa
condicao é frequentemente fatal (ABBAS & LICHTMAN, 2005).
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Os fatores de risco para o choque séptico incluem idade avancada,
presenca de patdgenos na corrente sanguinea, baixa contagem plaquetaria,
leucopenia ou leucocitose, baixa concentracdo de albumina, aumento nos niveis de
enzimas hepaticas e alta concentracdo plasmatica de creatinina (GRANSDEN et al.,
1990; AUBE et al., 1992; PITTET et al., 1995; LEIBOVICI et al., 1997; SLOTMAN &
QUINN, 1997), os quais sdo muito comuns em alcodlatras (FRANK et al., 2004).
Como o choque séptico é caracterizado por uma producdo exacerbada de citocinas,
estudos clinicos ja foram realizados com agentes que blogueiam a cascata
inflamatéria (ABRAHAM et al., 1995; FISHER et al., 1994) com o objetivo de diminuir
a mortalidade entre pacientes sépticos. Entretanto, a morte por sepse ndo € sempre
atribuida ao maior estimulo do sistema imune. Conforme a sepse persiste, existe
uma mudanga para um estado imunodepressivo caracterizado pelo aumento na
liberagdo de citocinas anti-inflamatérias (LEDERER et al., 1999; OBERHOLZER et
al., 2001).

Diversos estudos demonstraram que o0 trauma, com ou sem perda
sanglinea, induz a disfuncdo imune, o que aumenta a susceptibilidade a sepse e
faléncia multipla de orgaos (AYALA et al., 1996; GROTZ et al., 1995; REMICK et al.,
2002; ZELLWEGER et al., 1995). Estudos laboratoriais e clinicos sugerem que o
sexo é um fator significativo no progndéstico de pacientes apds trauma e infeccao,
com melhores resultados geralmente encontrados em mulheres. A influéncia de
hormbnios sexuais na resposta imune ja foi proposta como uma explicacdo para a
desigual distribuicdo sexual na sepse (FRANCONI et al., 2007). A hipbtese é que
estas diferencas possam ocorrer devido a capacidade do estrogénio em influenciar a
resposta imune, inclusive, pelo fato de receptores de estrogénio poderem ser
encontrados tanto no tecido reprodutor, como em células do sistema imune como
linfocitos T, mondcitos e macrofagos. Dessa forma, a modulacao direta do sistema
imune por estrogénio inclui mudancas na producdo de citocinas, assim como

ativacao e proliferacao celular (BIRD et al., 2008).

Em geral, niveis fisioldgicos de estrogénio, como aqueles encontrados
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durante o ciclo menstrual e estral, estimulam a resposta imune, enquanto niveis
muito elevados de estrogénio, como 0s que sdo encontrados durante a gravidez,
deprimem a resposta imune mediada por células. Da mesma forma, a testosterona
age como imunodepressor. Durante os anos reprodutivos, fémeas possuem maior
resposta imune celular e humoral que machos. A maior imunidade é evidenciada por
timo mais desenvolvido, maior concentracdo de anticorpos e maior capacidade de
rejeicdo de tumores e tecidos transplantados (OLSEN & KOVACS, 1996). Em um
estudo envolvendo pacientes com trauma, mulheres apresentaram menores niveis
de IL-6 e IL-8, 0 que foi associado com menor ocorréncia de disfuncao mdltipla de
orgaos e sepse (FRINK et al., 2007). Em experimentos com animais os resultados
sdo equivalentes aos estudos clinicos em relacdo ao provavel efeito protetor do
estrogénio. Em fémeas, apos puncao e ligacdo cecal (CLP), a elevada resposta
imune celular resultou em significativa maior habilidade em tolerar sepse em
comparacdo a machos. A maior sobrevida foi associada com a manutencdo da
funcdo de esplendcitos em fémeas em comparacdo a diminuicdo da funcdo imune
em machos sob estas condi¢cdes (WICHMANN et al., 1997). Os efeitos benéficos do
estrogénio ja foram observados também em homens que foram tratados com
estrogénio como modalidade terapéutica (ANGELE et al., 2000), apresentando

melhores prognésticos.

A exposicdo crbnica ao alcool é capaz de modular a expressao de
estrogénio e testosterona. O efeito do alcool sobre a imunidade pode envolver
mecanismos indiretos levando a variacdes na regulacdo do sistema imune pela
alteracao hormonal influenciada pelo alcool (KOVACS & MESSINGHAM, 2003). O
aumento nos niveis plasmaticos de estrogénio ja foi descrito em mulheres em
consumo moderado a elevado de alcool (GILL, 2000; PUROHIT, 2000). Ainda néo
esta claro se estas alteracbes hormonais resultam exclusivamente da aromatizacao
de androgénios a estrogénios ou se elas derivam da exposi¢do direta ao etanol
(KOVACS et al., 2004).
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Tendo em vista que a variagdo dos niveis hormonais durante o ciclo estral
pode influenciar a resposta imune e que o etanol é capaz de alterar os niveis de
estrogénio, o qual é encontrado em maiores niveis na fase proestro do ciclo em ratos
(OGLE et al., 1977), poucos estudos sao encontrados na literatura avaliando a
susceptibilidade a sepse no sexo feminino quando se trata da comorbidade
alcoolismo. Da mesma forma, apesar de diversos estudos sugerirem efeito benéfico
do estrogénio apos trauma e sepse, ainda néo estéa claro se a terapia com estrogénio
seria eficaz no tratamento destas complicacoes.

No presente estudo, foi realizado, primeiramente, um experimento de
comparacdo da sobrevida de animais em consumo subcrénico de alcool na
concentracdo de 10% v/v (grupo Etanol Sepse) em relacdo a animais em consumo
de agua (grupo Sepse) apoés inducdo séptica. O segundo experimento avaliou a
resposta inflamatdria de animais em consumo de agua e etanol, sépticos e néo-
sépticos através da dosagem de citocinas pré e anti-inflamatodrias, dos parametros
bioquimicos e niveis de estrogénio. Ja o terceiro experimento comparou a formacgao
de colbnias bacterianas através de coleta e incubacdo de lavado peritoneal destes
animais. Considerando-se que fémeas apresentam o0s niveis mais baixos de
estrogénio na fase estro do ciclo estral e niveis mais altos na fase proestro, em todos
os experimentos foram utilizadas fémeas na fase estro com o objetivo de evitar a
interferéncia do desequilibrio hormonal inicial dos animais sobre os resultados. A
fase estro foi escolhida pois, se no momento da inducdo de sepse 0s animais ja
houvessem mudado de fase, esta seria realizada na fase diestro, na qual os niveis

de estrogénio permanecem baixos.

Os estudos se complementam na avaliagdo das possiveis alteracdes
fisiopatolégicas do efeito do alcool na sepse em padrées de consumo subcronico,
onde foram fornecidas baixas doses de etanol aos animais de forma a evitar a
interferéncia da desnutricdo. Considerando a maior sensibilidade do sexo feminino
aos efeitos toxicos do etanol em razdo de seu metabolismo diferenciado, torna-se

relevante avaliar de que forma o uso desta droga é capaz de influenciar na resposta
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do organismo a infecgbes em mulheres. Da mesma forma, diante de poucos estudos
e da controvérsia ainda existente na literatura quanto a resposta inflamatéria e
organica a sepse na presenca da comorbidade alcoolismo, este trabalho visa avaliar
como o alcool influencia a resposta a sepse em decorréncia da possivel modulacéo

do hormonio estrogénio.

2 HIPOTESE

A exposicao ao etanol é capaz de aumentar os niveis de estrogénio e a
expressdo de citocinas, modulando a resposta inflamatoria e a resposta organica a

sepse de forma acentuada no sexo feminino.



20

3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a evolucéo da sepse apds o consumo de etanol, em ratas na fase

estro do ciclo estral.

3.2 ESPECIFICOS

3.2.1 Comparar a taxa de mortalidade ap06s a inducdo da sepse em animais

controles e em consumo de etanol.

3.2.2 Avaliar a resposta imune inata quanto a expressao de citocinas pro-
inflamatdrias (TNFa, MIF, IL-6) e anti-inflamatérias (TGF, IL-10 e IL-13).

3.2.3 Avaliar os parametros bioquimicos quanto aos niveis de creatinina, uréia,
glicose, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, proteinas totais e

albumina dos animais.

3.2.4 Avaliar os niveis de estrogénio dos animais que consumiram alcool e os

controles, sépticos e nao-sépticos.

3.2.5 Comparar o grau de formacéo de colbnias bacterianas entre animais sépticos e

nao sépticos e em consumo de agua e etanol a partir do lavado peritoneal.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Em ambos os experimentos, foram utilizados ratos fémeas da linhagem
Wistar (Rattus novergicus) com 45 dias provenientes da col6nia do Biotério do
Nucleo de Ciéncias Comportamentais e do Desenvolvimento do Instituto Biomédico
da Universidade Federal Fluminense. As ratas foram mantidas em gaiolas individuais
de polietileno (41x34x16 cm®) com grade de aco inoxidavel a uma temperatura média
de 22°C e expostas a 12 horas de ciclo claro-escuro (iniciando as 7:00h). A rotina
experimental (pesagem das ratas, da racdo e quantificacdo da solucdo de agua e
etanol consumida) foi realizada a cada dois dias pelas manhds (em torno das
10:00h). Os procedimentos adotados para tratamento e cuidado dos animais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (NAL) da Universidade Federal

Fluminense sob o numero de registro 00115-09.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para induzir o consumo subcrénico de alcool, os animais expostos ao
etanol receberam, diariamente, 300 mL de solug&o de etanol (VETEC 95%®) a 10%
(10 mL de etanol + 90 mL de agua) durante as quatro semanas, conforme modelo
experimental proposto por Macieira et al (1997) e Aguiar et al (2004 e 2006). O grupo
controle recebeu 300mL de 4gua. As solucBes foram acondicionadas em garrafas de
polietileno com bico de aco inox e capacidade de 350 mL. Para mensurar as

solucdes e seu consumo, foi utilizada proveta de vidro de 100 mL.
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ApO6s as quatro semanas, todos os animais foram avaliados diariamente
em relacdo ao ciclo estral. Realizou-se esfregaco através de retirada de amostras de
células vaginais com soro fisioldgico. Apds coloragdo com azul de metileno, foi
realizada a observacdo das laminas em microscépio 6tico. As fases do ciclo estral
foram determinadas pela avaliacdo da densidade celular da seguinte forma: diestro,
predominio de leucécitos e presenca de células epiteliais nucleadas redondas e
células epiteliais corneificadas; metaestro, leucécitos e células epiteliais nucleadas
redondas, assim como poucas células epiteliais corneificadas; proestro, células
epiteliais nucleadas redondas; e estro, células epiteliais corneificadas (ROBERTS et
al., 1998).

Neste trabalho foram apresentados os resultados da padronizacdo de um
modelo de sepse abdominal polimicrobiana realizado com o objetivo de reproduzir
alguns dos aspectos da sepse em mulheres associado a comorbidade alcoolismo e a
variagdo hormonal. O uso de reposicdo volémica e antibioticoterapia foi um fator
incluido no modelo, que podem ser considerado relevante na aproximacdo deste
para a condicdo clinica. Aléem disso, o fato do modelo de injecdo de fezes nao
envolver ato cirirgico e nem o uso de anestésicos foi mais uma vantagem na
realizacdo do trabalho. Interpretamos que o uso do modelo CLP, o mais utilizado
para estudo da sepse, poderia incluir fatores confundidores para o estudo, uma vez
gue inclui um procedimento cirargico e utiliza anestésicos para a
analgesia/anestesia. Por esta mesma razdo, optou-se pela nédo-realizacdo da
ovariectomia de forma a evitar o estresse que poderia ser causado aos animais em
decorréncia do procedimento cirdrgico. Assim, os experimentos foram realizados
apenas em animais nas fases estro do ciclo estral, na qual os niveis de estrogénio
estdo mais baixos em relacdo as outras fases do ciclo (CHAMPLIN et al., 1973) de
forma que ndo ocorresse a interferéncia da variavel estresse que poderia alterar os

resultados.
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Dessa forma, os animais que se encontravam na fase estro do ciclo
sofreram inducdo de sepse pelo método de injecdo de fezes frescas no peritdnio.
Esta técnica pode ser considerada relevante do ponto de vista clinico por mimetizar
diversos aspectos da sepse polimicrobiana em humanos, pois 0 processo se inicia a
partir do foco infeccioso ou da disseminacao de lipopolissacarideos administrados na
cavidade peritoneal (BENJAMIM, 2001; BREALEY, 2003; BARROS et al., 2011).

A injecdo de fezes intraperitoneal € um modelo que se assemelha ao
modelo CLP por produzir sepse polimicrobiana, porém sem precisar do uso de
anestésicos ou de procedimento cirtrgico. E um modelo pouco utilizado por haver
relatos de causar sepse rapidamente, levando a morte ou recuperacao do animal em
pouco tempo (RITTIRSCH et al, 2007), seguindo o padrdo do modelo de
endotoxemia. No entanto, ja foi relatado que com o uso de reposicdo volémica e
antibidtico, o modelo de injecdo de fezes € capaz de produzir peritonite e sepse com
caracteristicas semelhantes a do ser humano, inclusive com disfuncédo organica
multipla (BREALEY et al, 2004).

Para o preparo da solucédo a ser injetada, animais independentes foram
sacrificados para a retirada de fezes do intestino grosso. A coleta foi realizada em
tubo cbnico de polipropileno para centrifuga, capacidade de 50 mililitros (séo
coletados 5 miligramas de fezes para cada 100 gramas do animal). Em seguida, foi
adicionado soro fisiolégico (0,9% NaCl) para diluicdo das fezes (15 mililitros de soro
fisiol6égico para cada 5000 miligramas de fezes) e a solugéo obtida foi centrifugada a
800 rotacdes por minuto (rpm) durante 5 minutos. Do sobrenadante obtido, foi
retrado 1ml da solucdo para cada 100g do rato para ser injetado

intraperitonealmente.

4.3 EXPERIMENTO 1: CONSUMO SUBCRONICO DE ETANOL E
ANALISE DE SOBREVIDA
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No experimento 1 os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: Sepse (S — n=20) e Etanol Sepse (ES — n=20), com peso médio equivalente
a 158 gramas recebendo, respectivamente, agua ad libitum e solugdo de etanol a
10% como unica fonte liquida. Ambos os grupos receberam racdo comercial Nuvilab
CR1 (NUVITAL®) durante todo o experimento. Apds as quatro semanas, foi feita
verificagdo do ciclo estral e inducdo de sepse em animais nas fases estro do ciclo.
Apés cerca de 8 horas da inducdo de sepse, quando 0s animais jA apresentavam
sinais de sepse (pélo ericado, hipotermia, lacrimejamento, letargia) foi injetada a
associacao dos antibiéticos imipinem (500mg) e cilastatina (500mg) na dose de 8
mg/kg, subcutaneo com o objetivo de aumentar a sobrevida dos animais. Os animais

foram observados apés inducéo séptica a intervalos de 8 horas até 48 horas.

Grupo Agua ad libitum
Sepse (n=20) Racao ad libitum
Grupo Etanol como unica fonte liquida (v/v)
Etanol Sepse Racao ad libitum
(n=20)
4 semanas

Verificacao do ciclo estral
Inducao de sepse em animais em estro

Figura 4.3.1 Experimento 1: esquema das quatro semanas de consumo de agua
(grupo S) e etanol a 10% v/v (grupo ES) seguidas da inducéo de sepse.

4.4 EXPERIMENTO 2 - CONSUMO SUBCRONICO DE ETANOL E
RESPOSTA IMUNE NA SEPSE

No experimento 2, foram utilizadas ratas Wistar com peso médio

equivalente a 185 gramas para avaliar o efeito do consumo subcrénico de etanol na
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sepse experimental através da quantificacdo dos parametros bioquimicos e dos
niveis de citocinas e estrogénio produzidos. Os animais foram divididos

aleatoriamente em quatro grupos:

Grupo Controle (C) (n=12): receberam agua ad libitum como Unica fonte
liqguida e racdo comercial NUVILAB CRI(NUVITAL®) ad libitum durante quatro

semanas e receberam injecao de solucao salina por via intraperitoneal;

Grupo Etanol (E) (n=12): receberam solucédo de etanol a 10% v/v como
Unica fonte liquida e racdo comercial NUVILAB CR1(NUVITAL®) ad libitum durante

guatro semanas e receberam injecdo de solugéo salina por via intraperitoneal;

Grupo Sepse (S) (n=20): receberam agua ad libitum e racdo comercial
NUVILAB CR1(NUVITAL®) ad libitum durante quatro semanas e sofreram inducédo de

sepse;

Grupo Etanol Sepse (ES) (n=25): receberam solucdo de etanol a 10% v/v
durante quatro semanas como Unica fonte liquida e racdo comercial NUVILAB

CR1(NUVITAL®) ad libitum durante quatro semanas e sofreram inducéo de sepse.

Os animais dos grupos Controle e Etanol passaram por verificacdo do
ciclo estral ao final das quatro semanas. Em seguida, os animais em estro tiveram o
sangue coletado por puncdo cardiaca 8 horas apoés injecdo de solucdo salina via
intraperitoneal (i.p.) Os animais dos grupos Sepse e Etanol Sepse passaram pelo
mesmo procedimento de verificacdo do ciclo estral apés as quatro semanas, sendo
gue os animais em estro tiveram o sangue coletado 8 horas depois da inducédo da
sepse. Para a realizacdo do procedimento de puncdo cardiaca, os ratos foram
sacrificados através da anestesia com cetamina (112,5mg/kg) e xilazina (7,5mg/kg)
pela via i.p. e tiveram o sangue coletado. Os soros foram obtidos através de

centrifugacéo a 2250 RPM por 15 minutos sob refrigeracao (5°C).
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4.4.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério da Faculdade de
Veterindria da Universidade Federal Fluminense em espectrofotdmetro semi-
automatizado da marca Bioplus — modelo BIO2000. Foram realizadas as andlises
dos seguintes parametros bioquimicos: ALT (alanina aminotransferase), AST

(aspartato aminotransferase), albumina, creatinina, glicose, proteinas totais e uréia.
DOSAGEM DAS TRANSAMINASES

- ALT (Alanina Aminotransferase)
A dosagem dos niveis séricos de ALT foi realizada por método cinético
utilizando conjunto de reagentes diagnosticos da marca Labtest Ltda (Ref.108). A

leitura foi realizada em 340 nm e os resultados expressos em U.I.

- AST (Aspartato Aminotransferase)
A dosagem dos niveis séricos de AST foi realizada por método cinético
utilizando conjunto de reagentes diagnosticos da marca Labtest Ltda (Ref.109). A

leitura foi realizada em 340 nm e os resultados expressos em U.I.

DOSAGEM DE ALBUMINA
A determinacdo da albumina sérica foi realizada por método colorimétrico
utilizando conjunto de reagentes diagnosticos da marca Labtest Ltda (Ref.19). A

leitura foi realizada em 630 nm e os resultados expressos em mg/dL.

DOSAGEM DE CREATININA
A determinacdo dos niveis séricos de creatinina foi realizada por método
colorimétrico utilizando conjunto de reagentes diagnésticos da marca Labtest Ltda

(Ref.35). A leitura foi realizada em 510 nm e o0s resultados expressos em mg/dL.

DOSAGEM DE UREIA
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A dosagem de uréia foi realizada por método enzimatico utilizando
conjunto de reagentes diagndsticos da marca Labtest Ltda (Ref.104). A leitura foi
realizada em 340 nm e os resultados expressos em mg/dL.

DOSAGEM DE GLICOSE

A dosagem de glicose foi realizada por método colorimétrico utilizando
conjunto de reagentes diagnésticos da marca Labtest Ltda (Ref.84). A leitura
realizada em 505 nm e os resultados expressos em mg/dL.

DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS
A determinacdo dos niveis séricos de proteinas totais foi realizada por
método colorimétrico utilizando conjunto de reagentes diagndsticos da marca Labtest

Ltda (Ref.99). A leitura realizada em 545 nm e os resultados expressos em mg/dL.

4.4.2 CITOCINAS

A dosagem de citocinas foi realizada no Departamento de Fisiologia e
Farmacodinamica do Instituto Oswaldo Cruz. Niveis de citocinas pro-inflamatérias
(TNFa, IL-6 e MIF) e anti-inflamatdrias (TGF, IL-10 e IL-13) presentes no soro foram
guantificados pelo método de ELISA (Duo set Kit da R&D systems). Foram utilizados

50 uL de soro para dosagem de cada citocina.

O ELISA foi realizado em trés dias consecutivos. No primeiro dia foi
aplicado 50uL do anticorpo de captura (diluido em PBS a uma concentracao final de
2 ug/mL) correspondente a cada citocina por poco em placa de 96 pocos. No
segundo dia, os pocos foram lavados com PBS/tween a 0,05% para remoc¢ao dos
anticorpos nao aderentes a superficie da placa. Esse procedimento foi seguido do
bloqueio com PBS com 2% de Soro de Albumina Bovina (BSA) por cerca de uma
hora, a temperatura ambiente. O bloqueio é realizado para evitar que ocorram
ligacBes inespecificas. Apds o bloqueio a placa foi lavada novamente por trés vezes

com PBS/tween a 0,05%. Em seguida foram aplicadas as amostras e a citocina
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recombinante diluida de forma seriada em cada poco da placa, de forma a reproduzir
uma curva padrdao com concentracdo de 0,01 a 10 ng/mL. No dia seguinte, a placa
foi lavada por quatro vezes com PBS/tween a 0,05% e, posteriormente, foi aplicado o
anticorpo de deteccdo correspondente as citocinas analisadas biotinilado da BD
pharmingen. Apos 1 hora a placa foi lavada seis vezes com PBS tween a 0,05%, e
foi aplicada a estreptavidina conjugada a peroxidase, a qual se liga a biotina. Meia
hora depois, a placa foi lavada 8 vezes com PBS/tween a 0,05%, e foi colocada a
solugdo de TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina) da sigma, que € o substrato da
peroxidase. Apds este procedimento ocorre uma reacao que gera uma coloracao
azul que pode ser lida no comprimento de onda de 370 ou 655nm. No entanto, nos
utilizamos uma solucéo de bloqueio da reacdo enzimatica com acido sulfurico a 12
N, que foi lida no comprimento de onda de 450 nm em leitora de microplacas. Os

dados foram analisados utilizando o programa Softmax Pro 5.

4.4.3 ESTROGENIOS

A dosagem de estrogénio foi realizada no Laboratorio de Fisiologia e
Farmacodinamica da Fundacdo do Instituto Oswaldo Cruz. Niveis plasmaticos de
17B-estradiol foram quantificados em 100 pL de soro coletado por puncao cardiaca
para a andlise de estrogénio por ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando
anticorpos monoclonais especificos, conforme instrucdes dos fabricantes (Estradiol-
178 Serum/Plasma EIA Kit - Stressgen catalog #900-174).

O ELISA foi realizado em um dia, apenas. Inicialmente, foram aplicados
150 pL da solucdo tampdo em um dos pocos da placa de 96 pocos para a ligacéo
inespecifica. Posteriormente, foram adicionados 100 puL da solucdo padrdo 17fB-
Estradiol, a qual foi diluida na solucdo tampado até a concentracdo final de 15,6
pg/mL, em 7 pocos da mesma placa. Apés a adi¢do do padrao, 100 uL de soro de 64
animais foram adicionados em cada poc¢o. O conjugado 17B-Estradiol, uma solucéo
azul de 17B-Estradiol conjugada a fosfatase alcalina foi adicionada em todos os
pocos com excecdo do branco e do anticorpo 173-Estradiol. Uma solu¢do amarela

de conjugacdo de anticorpo policlonal ao 17B-Estradiol, foi adicionada também a
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todos os pogos com excecao do branco (TA) e do local de ligacéo inespecifica. Em
seguida, a placa foi incubada a temperatura ambiente sob agitacéo (500 rpm) por 2
horas. Apoés a incubacéo, 0s poc¢os passaram por 3 etapas de lavagem com 400 pL
de solucao salina tampdo contendo detergente. Apds a etapa de lavagem, 5 uL do
conjugado azul foram adicionados ao branco e 200 pL do substrato, uma solugéo de
p-nitrofenil fosfato, foram adicionados em cada poco. A placa foi entdo incubada a
temperatura ambiente durante uma hora sem agitacdo e 50 pL da solucéo de
parada, uma solucdo de fosfato trisédico em agua foi, entédo, adicionada em cada
poco. A placa foi lida no comprimento de onda de 405 nm em leitora de microplacas
e os dados foram analisados utilizando o programa Softmax Pro 5.

Grupos Agua ad libitum
Controle (n=12) Racao ad libitum
Controle Sepse (n=20)

Grupos Etanol como unica fonte liquida (v/v)
Etanol (n=12) Racao ad libitum

Etanol Sepse (n=25) 4 semanas

Verificagao do ciclo estral

Inducdo de sepse em animais na fase estro do ciclo (CS e ES)
Injecao de salina via i.p. em animais em estro (C e E)

Coleta de sangue - puncao cardiaca - 8h ap6s inducao septica
Dosagem de citocinas (ELISA), estrogénio (ELISA) e bioquimica
(reagentes diagnosticos marca Labtest )

Figura 4.4.1 Experimento 2: esquema das quatro semanas de consumo de agua
(grupos C e CS) e etanol a 10% v/v (grupos E e ES) seguidas da inducéo de sepse
(CS e ES) e injecdo de salina via i.p. (C e E) e coleta de sangue para dosagens.
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4.5 EXPERIMENTO 3: QUANTIFICACAO DA CARGA BACTERIANA A
PARTIR DE COLETA DO LAVADO PERITONEAL

Neste experimento, dez animais com peso médio equivalente a 198

gramas foram divididos nos seguintes grupos:

Controle (C) (n=1): recebeu agua ad libitum e racdo comercial NUVILAB
CR1(NUVITAL®) ad libitum durante as 4 semanas de experimento. Receberam

injecéo de solucéo salina viai.p.;

Etanol (E) (n=1): recebeu solucdo de etanol a 10% v/v e ragcdo comercial NUVILAB
CR1(NUVITAL®) ad libitum durante as 4 semanas de experimento. Receberam

injecéo de solucéo salina viai.p.;

Sepse (S) (n=4): receberam agua ad libitum e racdo comercial NUVILAB
CR1(NUVITAL®) ad libitum durante as 4 semanas de experimento. Sofreram induc&o

de sepse;

Etanol Sepse (ES) (n=4): receberam solucéo de etanol a 10% e racdo comercial
NUVILAB CR1(NUVITAL®) ad libitum durante as 4 semanas de experimento.

Sofreram inducao de sepse.

Apés as quatro semanas foi realizada a inducdo de sepse e 0s animais
foram sacrificados em procedimento equivalente ao experimento 2. Apos oito horas,
foram injetados 3 mL de solucédo salina na cavidade peritoneal de todos os animais.
O lavado peritoneal de cada animal foi coletado em seguida da injecéo e inserido em
1 mL de PBS em tubos conicos estéreis de vidro. Para a analise do crescimento
bacteriano, foram utilizadas placas de Petri contendo o meio de cultura EMB &gar
(eosina-azul de metileno lactose e sacarose). Em cada placa foram feitas quatro
divisdes nas quais foram pipetadas 10 uL das solucdes do lavado peritoneal de cada

animal sem diluicdo e nas diluigdes 1072, 10™* e 107°. As placas foram incubadas em
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estufa a 37 °C por 24 horas. Em seguida, o crescimento bacteriano foi avaliado

através de unidades formadoras de col6nias (UFC) utilizando a seguinte formula:

UFC = n° colbnias x diluigdo/ 10 pL

Grupo Controle (n=1) Agua ad libitum
Grupo Sepse (n=4) Racao ad libitum
Grupo Etanol (n=1) Etanol como Unica fonte liquida (v/v)
Grupo Etanol Sepse Racao ad libitum
=4
(n=4) 4 semanas

Verificacao do ciclo estral

Inducéo de sepse em animais em
estro

(Sepse n=4,; Etanol Sepse n=4)
Coleta do lavado peritoneal
Diluicdo em PBS (1072, 107 e 107°)
Incubacdo em TSA por 24h a 37%
UFC = n° coldnias x diluicdo/ 10 uL

Figura 4.5.1 Experimento 3: esquema das quatro semanas de consumo de agua
(grupos C e CS) e etanol a 10% v/v (grupos E e ES) seguidas da inducédo de sepse

(CS e ES) e injecédo de salina via i.p. (C e E) e coleta de lavado peritoneal para
guantificacdo bacteriana
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados com auxilio do programa Prism 4.0. Os
dados foram apresentados em média + desvio padrdo ou valores maximo e minimo.
A andlise de variancia de um fator (ANOVA One Way) seguida do teste t-Student foi
utilizada para comparar dados de peso corporal. O teste Log-rank foi utilizado para a
analise de sobrevida. Os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados
para a comparacgao entre os grupos dos niveis de citocinas, estrogénio e bioquimica.
O nivel de significancia foi fixado em 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1: CONSUMO SUBCRONICO DE ETANOL E
ANALISE DE SOBREVIDA

Apoés 24 horas da inducéo de sepse, 13 animais do grupo Sepse (65%) e
2 animais do grupo Etanol Sepse (10%) haviam morrido. Apos 48 horas, a
mortalidade total correspondia a 17 animais no grupo Sepse (85%) e 14 animais no
grupo Etanol Sepse (70%) (Grafico 5.1.1).

N&o houve alteracdo do peso corporal pelo etanol (Peso Médio Sepse:
201,4 + 23,8; Etanol Sepse: 184,4 + 23,7 gramas, p>0,05, teste t de Student).
Durante as quatro semanas de consumo de agua e inducédo do consumo subcrdénico
de etanol, houve ganho de peso em todos os grupos analisados. Ndo houve
diferenca significativa de peso entre os grupos até o final do experimento (grafico
5.1.2).

O consumo diario de etanol foi em média 10,9 + 1,9 g/kg (Grafico 6.1.3).
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Grafico 5.1.1: Comparacdo da sobrevida entre ratas Wistar dos grupos Sepse e
Etanol Sepse 48 horas ap6s a inducao de sepse.
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P=0,0008 quando comparada a mortalidade do grupo S em relacdo ao grupo ES utilizando o
parametro 48 horas (teste do qui quadrado - Logrank).

Grafico 5.1.2: Avaliacdo do peso corporal entre os grupos Sepse (n=20) e Etanol
Sepse (n=20). Cada ponto da curva corresponde a media de peso de 20 animais a
cada semana.
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Grafico 5.1.3: Avaliacao semanal do consumo de etanol em grama por quilo de peso
corporal. Cada ponto da curva corresponde a média de consumo de 20 animais a
cada semana. O consumo diario de etanol foi em média 10,9 + 1,9 g/kg.
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5.2 EXPERIMENTO 2: CONSUMO SUBCRONICO DE ETANOL E
RESPOSTA IMUNE NA SEPSE

Assim como no experimento 1, ndo houve alteracdo do peso corporal pelo
etanol (Peso Médio Controle (C + S): 209,8 + 30,8; Etanol (E + ES): 198,7 + 23,2
gramas, p>0,05, teste t de Student). Houve ganho de peso em todos 0s grupos
analisados durante as quatro semanas de consumo de agua e inducdo do consumo
subcroénico de etanol. Nao houve diferenca significativa de peso entre os grupos até

o final do experimento (grafico 5.2.1).

O consumo diario de etanol foi em média 11,7 + 3 g/kg (Grafico 5.2.2).
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Grafico 5.2.1: Avaliacdo do peso corporal entre os grupos C+S (n=32) e E+ES
(n=37). Cada ponto da curva corresponde a média de peso de cada grupo de
animais a cada semana. Peso Médio C+S: 209,8 + 30,8; E+ES: 198,7 £ 23,2 ¢
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Grafico 5.2.2: Avaliacdo semanal do consumo de etanol em grama por quilo de peso
corporal. Cada ponto da curva corresponde a média de consumo de 37 animais a
cada semana. O consumo diario de etanol foi em média 11,7 £ 3 g/kg.
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A resposta inflamatoria foi avaliada a partir da comparacédo entre os niveis
de citocinas no soro entre animais dos grupos Controle, Sepse, Etanol e Etanol
Sepse. A analise de soro revelou que em 8h, ap6s a inducdo de sepse houve
aumento significativo nos niveis de TNF-a (grafico 5.2.3 - A) no grupo Sepse (0,1419
+ 0,089 ng/mL) em relacdo ao grupo Controle (0,0364 + 0,0239 ng/mL), no grupo
Etanol Sepse (0,283 = 0,1566 ng/mL) em relacdo ao grupo Etanol (0,0484+ 0,046
ng/mL) e no Etanol Sepse em relacdo ao Sepse. Em relacdo a IL-6 (gréafico 5.2.3 -
B), foi observado que, assim como no TNF-a, a sepse elevou o nivel desta citocina,
havendo diferenca significativa do grupo Controle (0,01658 + 0,01394 ng/mL) em
relacédo ao Sepse (0,1135 + 0,0949 ng/mL) e no grupo Etanol (0,0484 + 0,0461) em
relacéo ao grupo Etanol Sepse (0,04668 + 0,0374 ng/mL). Entretanto, ao contrario do
TNF-a, houve diminuicdo desta citocina no grupo Etanol Sepse em relagcdo ao grupo

Sepse .

Quanto a citocina MIF (gréfico 5.2.3 - C), apesar de ter havido aumento
desta na sepse, tanto entre os animais que consumiram agua quanto entre 0s que
consumiram etanol, estes resultados ndo foram significativos. Foi observada uma
diminuicdo significativa nos niveis desta citocina apenas no grupo Etanol Sepse
(0,1483 £ 0,2318 ng/mL) em relacdo ao grupo Sepse (0,6053 + 0,6513 ng/mL). Em
relacdo as citocinas anti-inflamatorias IL-10, TGF-f e IL-13, ndo foi encontrada
diferenca estatistica significativa entre os grupos. Em resumo, houve aumento de
TNF-a e diminuicdo de MIF e IL-6 como consequéncia do consumo de etanol em
animais sépticos e aumento dessas citocinas pela sepse tanto nos animais em

consumo de agua quanto de etanol.



Grafico 5.2.3: Niveis séricos de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL6 e MIF) e anti-
inflamatérias (IL10, TGF-B e IL13) dosadas pelo método de ELISA 8 horas apés
inducéo da sepse.
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Grupos Controle (n=12) e Sepse (n=20) receberam agua e os grupos Etanol (n=12) e Etanol
Sepse (n=25) receberam solucdo de etanol 10% v/v durante quatro semanas. Kruskal Wallis
TNF-a p<0,0001; IL-6 p<0,0001; MIF p=0,041; IL-10 p=0,5859. Mann Whitney TGF
p=0,1535; IL13 p=0,6282. TNF: * p=0,0198; ** p=0,0042; *** p<0,0001. MIF: * p=0,0264. IL6:
* p=0,0438; ** p=0,0026; *** p=0,0005.
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Tabela 5.2.1 Variacdes correspondentes aos niveis séricos de citocinas inflamatorias
e anti-inflamatérias dosadas pelo método de ELISA 8 horas apds inducdo de sepse,
utilizando como parametro o grupo Controle.

Citocinas Sepse Etanol Etanol Sepse
L6 it i3 1
TNF 1 ! it
MIF i1 11 1
110 ] i3 it
TGF I ----- l
IL13 l ----- t

Nos parametros bioquimicos, houve aumento dos niveis de creatinina
(grafico 5.2.4 A) no grupo Etanol Sepse (0,65 + 0,19 mg/mL) em relacdo aos grupos
Etanol (0,44 £ 0,15 mg/mL) e Sepse (0,47 + 0,12 mg/mL), demonstrando alteracao
de funcéo renal causada pela sepse e pelo consumo de etanol. Em relagcédo a funcao
hepatica, a dosagem de alanina aminotransferase (ALT) (grafico 5.2.5 A) revelou
aumento nos niveis desta enzima no grupo Etanol Sepse (131,2 £ 66,5 U.l.) em
relacdo ao grupo Etanol (46 + 21,2 U.l). JA a dosagem da enzima aspartato
aminotransferase (AST) (grafico 5.2.5 B) revelou aumento da enzima no grupo
Etanol Sepse (539,1 + 135,8 U.l.) em relacéo ao grupo Sepse (336,1 £ 161,6 U.1.).

Foi observada também uma diminuicdo significativa nos niveis de glicose
(grafico 5.2.4 C) do grupo Etanol Sepse (66,3 + 31,2 mg/mL) em relacdo ao grupo
Etanol (106,6 = 46,6 mg/ml) e em relacdo ao grupo Sepse (110,9 £ 43,1 mg/ml).
Apesar de ter ocorrido uma aparente diminuicdo nos grupos Sepse e Etanol em
relacdo ao Controle (162 + 72,1 mg/mL), esta diferenca nédo foi estatisticamente
significativa (Sepse/ Controle p=0,0873 ; Etanol/ Controle p=0,1255, Mann Whitney).
N&o foi observada diferenca estatistica significativa entre os grupos em relacédo aos

parametros uréia, proteinas totais e albumina.
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Gréfico 5.2.4: Parametros bioquimicos (creatinina, uréia, albumina, glicose e
proteinas totais) apos 8 horas da inducéo da sepse.
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Grupos Controle (n=12) e Sepse (n=20) receberam agua e os grupos Etanol (n=12) e Etanol
Sepse (n=25) receberam solucdo de etanol 10% v/v durante quatro semanas. Creatinina:
*p=0,0276; ** p=0,0097, Glicose: * p=0,0385; ** p=0,0077; Mann Whitney.
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Grafico 5.2.5: Transaminases hepéaticas (ALT e AST) ap6s 8 horas da inducdo da

sepse.
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Tabela 5.2.2 Variacdes correspondentes aos niveis séricos dos parametros
bioquimicos dosados pelo método de ELISA 8 horas apos inducdo de sepse,
utilizando como parametro o grupo Controle.

Bioquimica Sepse Etanol Etanol Sepse
Creatinina [ 1 it
Uréia ]! ] |
Proteinas I l I
Glicose l l l l
Albumina t l 1

AST t 1 it

ALT t I it

A avaliacdo dos niveis de estrogénio (grafico 5.2.6) demonstrou

diminuicdo significativa no grupo Etanol Sepse (26,7 £ 10,5 pc/mL) em relacdo ao

grupo Etanol (128,2 £ 101,7 pc/mL) e aumento em relacdo ao grupo Sepse (17,2 +

7,1 pc/mL). A sepse também provocou queda deste horménio entre 0os animais que
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consumiram agua e, embora tenha ocorrido um aumento no grupo Etanol em relacao

ao Controle (86,7 + 40,3 pc/ml), esta diferenca nao foi significativa estatisticamente.

Grafico 5.2.6: Niveis de 17[3- estradiol dosado pelo método de ELISA através de
puncao cardiaca realizada 8 horas ap0és a inducao séptica.
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Grupos Controle (n=12) e Sepse (n=20) receberam agua e os grupos Etanol (n=12) e Etanol
Sepse (n=25) receberam solucdo de etanol 10% v/v durante quatro semanas. *** Etanol /

Etanol Sepse p<0,0001; **Sepse/ Etanol Sepse p=0,0035; *** Controle/ Sepse p<0,0001,
Mann Whitney.

Tabela 5.2.3 Variagbes correspondentes aos niveis séricos do horménio 17f-
estradiol dosado pelo método de ELISA 8 horas apos inducéo de sepse.

Grupos Sepse Etanol Etanol Sepse

Estrogénio l l I t l
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5.3 EXPERIMENTO 3: QUANTIFICACAO DA CARGA BACTERIANA A
PARTIR DE COLETA DO LAVADO PERITONEAL

A comparagdo do crescimento bacteriano do lavado peritoneal entre os
animais (gréfico 5.3.1) teve como parametro a diluicdo 10™* . Nos grupos que nado
sofreram sepse, nédo foi observada formacao de colbnias em nenhuma das dilui¢cdes
do meio de cultura. Entre os animais que sofreram sepse foi observado crescimento
bacteriano na diluicdo 1072 e no meio no qual o lavado ndo passou por diluigdo em
grande proporcao, de forma que ndo houve possibilidade de realizacdo de calculo
das unidades formadoras de coldnias. Na regido de diluicdo 10* foram calculadas
10000, 52000, 35000 e 35000 UFCs nos animais do grupo sepse. Entre os animais
do grupo Etanol Sepse, ndo houve formacdo de colénias em duas placas. Nas
demais, o crescimento foi equivalente a 21000 e 10000 UFCs. Na regido da diluicao
10-¢ , foi observado 4000 UFCs em um animal do grupo Sepse e 52000 UFCs em
um animal do grupo Etanol Sepse. Nas demais placas, ndo houve crescimento
bacteriano nesta diluicdo. Apesar de ter ocorrido diminuicdo na formacdo de
col6nias nos animais que consumiram etanol, esta diferenca nao foi significativa.

Controle Sepse 1 Sepse 2 Sepse 3 Sepse 4

Etanol ES1 ES 2 ES 3 ES 4

Figura 4.5.2. Resultado da incubag&o do lavado peritoneal de animais em meio de
cultura EMB ap0s 24 horas em estufa a 37°C. Valor UFC na diluicdo 10™ :
Controle=0; Sepse=0,001; Sepse 2=0,00052; Sepse 3=0,00035; Sepse 4=0,0005;
Etanol=0; ES1=0; ES 2=0; ES 3=0,00021; ES 4=0,00052

~




Gréafico 5.3.1: Média das unidades formadoras de coldnias na diluicdo 10™.
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Grupos Controle (n=12) e Sepse (n=20) receberam agua e os grupos Etanol (n=12) e Etanol
Sepse (n=25) receberam solucdo de etanol 10% v/v durante quatro semanas. Animais

Controle e Etanol: UFCs=0. Grupo Sepse: UFC=33000. Grupo Etanol Sepse UFC=15500.

Tabela 5.2.4 Variacdes correspondentes a carga bacteriana obtida por coleta do

lavado peritoneal

Grupos

Etanol

Sepse

Etanol Sepse

UFC

Tt
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6 DISCUSSAO

Nos experimentos realizados, o consumo subcronico de etanol (10%v/v)
foi equivalente a uma alcoolemia média de 41,5 £ 17,6 mg% (noite) e 20,0 £ 8,3mg%
(dia), de acordo com dados medidos por cromatografia gasosa de Aguiar et al
(2008). Esta dose, extrapolando para humanos, corresponde a um quadro clinico de
euforia e excitacdo, além de incoordenacdo motora discreta e alteragcdo do humor e

da personalidade. Podendo, portanto, ser considerada uma baixa dose de etanol.

Este estudo demonstra que o consumo de etanol pode aumentar o tempo
de sobrevida apds inducédo séptica. A maior sobrevida estd associada ao aumento
de estrogénio, aumento nos niveis da citocina pré-inflamatéria TNF-a e diminui¢ao
nos niveis de IL-6 e MIF. Entretanto, ndo ha associacdo com diferencas nos niveis
das citocinas anti-inflamatorias IL-10, TGF- 8 and IL-13. As alteracdes nas funcdes
renal e hepatica, demonstradas pelo aumento de creatinina e de AST, e a
hipoglicemia como consequéncia do consumo de etanol na sepse podem ser
consideradas indicadores de gravidade, podendo explicar a menor sobrevida em 48

horas em relacéo a 24 horas.

Em nenhum dos experimentos realizados houve alteracdo do peso
corporal dos animais entre os grupos. Considerando que ha possibilidade de ocorrer
desnutricdo em modelos de alcoolismo, os resultados demonstram que nao houve

influéncia desta variavel no estudo.
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Pacientes sépticos possuem caracteristicas consistentes com
imunossupressédo, incluindo perda da hipersensibilidade tardia, diminuicdo da
capacidade de combate a infeccbes e predisposicdo a infec¢cdes nosocomiais
(OBERHOLZER et al., 2001). Uma razdo para a falha nas estratégias
antiinflamatérias em pacientes com sepse pode ser a alteragdo nas caracteristicas
da sindrome de acordo com sua evolugdo. Inicialmente, a sepse pode ser
caracterizada pelo aumento no nivel de mediadores inflamatérios. Entretanto,
conforme a sepse persiste, ocorre uma alteracdo para um estado de
imunossupresséao relacionada ao aumento no nivel de mediadores antiinflamatoérios
(LEDERER et al., 1999; OBERHOLZER et al., 2001).

A medida da concentracdo de mediadores inflamatorios pode ser util na
avaliacdo do estagio da sepse e na adequacdo da administracdo de agentes
antiinflamatoérios. Alternativamente, agentes antiinflamatoérios utilizados durante a
fase de imunossupressao podem prejudicar a resposta a sepse (FISHER et al., 1996;
OBERHOLZER et al., 2001). Quando os pacientes estdo em uma fase de baixa
imunidade, estratégias inflamatorias que aumentam a funcdo do sistema imune inato
e adaptativo podem ser consideradas eficazes (OBERHOLZER et al., 2001; OPAL et
al., 2000). A capacidade do interferon-gama, um potente ativador de macrofagos, de
aumentar a sobrevida em um subgrupo de pacientes sépticos pode ser um exemplo
de terapia de aumento da imunidade na sepse (DOCKE et al., 1997). O interferon-
gama foi capaz de restaurar a expressao de macréfagos HLA-DR e a producéo de

TNF-a em pacientes com sepse.

Embora as citocinas proé-inflamatorias sejam consideradas prejudiciais em
alguns estudos por causar faléncia de 6rgaos ou apoptose de células do sistema
imune (HOTCHKISS et al., 2001), elas também possuem efeitos benéficos na sepse.
Estudos em modelos animais de peritonite demonstraram que o bloqueio de TNF-a é
capaz de diminuir a sobrevida (ESKANDARI et al., 1992; ECHTENACHER et al.,
2001). A imunoterapia combinada contra receptores de TNF-a e interleucina-1 foi

fatal em modelo neutropénico de sepse (OPAL et al., 1996). Da mesma forma, em
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estudos clinicos j& foi observado que a utilizacéo de antagonista de TNF foi capaz de
aumentar a mortalidade (FISHER et al., 1996). O papel do TNF-a no combate de
infecgbes foi recentemente ressaltado pela descoberta de que a sepse e outras
complicacdes infecciosas se desenvolveram em pacientes com artrite reumatoéide
tratados com antagonistas de TNF (KEANE et al.,, 2001). No presente estudo, 0
aumento de TNF-a no experimento 2 no grupo Etanol Sepse em comparacdo ao
grupo Sepse ratifica o efeito benéfico do TNF-a no prognéstico da sepse,
considerando que os animais em consumo de etanol foram os que apresentaram
prolongamento da sobrevida apds inducdo séptica na andlise de mortalidade
(experimento 1).

Nossos resultados demonstram que animais sépticos em consumo de
etanol apresentaram menores niveis de IL-6 e MIF em comparagdo a animais
sépticos em consumo de agua. A diminuicédo destas citocinas neste grupo de animais
(Etanol Sepse) parece estar associada com sua maior sobrevida, especialmente
porque o MIF também contribui para a patogénese da sepse e outras desordens do
sistema imune (CALANDRA et al., 2003). O bloqueio da atividade do MIF através de
anticorpos monoclonais especificos ja foi capaz de proteger ratos da sepse letal
induzida por puncéo e ligacdo cecal (sobrevida de 81% em animais tratados com
anticorpos e de 31% em animais do grupo controle) (CALANDRA et al., 2000).
Apesar de néo estar clara a relevancia dos efeitos da IL-6 na sepse, essa citocina é
a que melhor apresenta correlacdo com a mortalidade, em modelos experimentais e
em pacientes com sepse. Quanto maior 0s niveis plasmaticos de IL-6, maior a
probabilidade de o paciente morrer (REMICK et al., 2002). A IL-6 participa,
principalmente, na inducdo de febre e na producdo hepatica de proteinas de fase
aguda. Em modelo experimental, apds puncéao e ligacdo cecal, 0os animais com maior
grau de mortalidade apresentaram os maiores niveis de IL-6 (EBONG et al., 1999).
Em estudos com ratos, foi identificada a associacdo entre maiores niveis de IL-6
apos queimaduras, sepse, dano-hemorragico e disfuncdo cardiaca com menor grau
de sobrevida (YANG et al., 2004). Além disso, o bloqueio da atividade de IL-6 apds
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dano-hemorragico foi capaz de conter os efeitos da IL-6 e normalizar a funcao
cardiaca em ratos (YANG et al., 2007).

O aumento na producdo de citocinas pro-inflamatérias em animais
sépticos também encontra-se de acordo com a literatura, considerando que a sepse
€ caracterizada pela exacerbacdo da producdo de citocinas como TNF-q,
interleucinas e MIF com o objetivo de combater o foco infeccioso (ULLOA et al.,
2005). No nosso estudo a sepse foi capaz de aumentar os niveis de TNF e IL6 tanto
no consumo de agua quanto no de etanol. No caso do MIF, apesar de ter ocorrido
aparente aumento desta citocina como consequéncia da sepse, também com a
ingestdo de ambos os liquidos, estas diferencas n&do foram significativas

estatisticamente.

Entre os parametros bioquimicos foi observado que o etanol foi capaz de
causar hipoglicemia entre os animais que sofreram sepse. A hipoglicemia em
decorréncia do consumo de alcool ja era esperada, considerando que o alcool pode
causar hipoglicemia através da inibicdo da gliconeogénese (FORMAN et al., 1988),
reducdo da sintese de glicose e comprometimento de seu transporte para a regiao
hepatica perivenular (VAN HORN & CUNNINGHAM, 1999). Foi observado também,
gue a sepse diminuiu os niveis de glicose nos grupos de animais em consumo de
etanol. A hipoglicemia na sepse pode ter ocorrido como consequéncia da letargia
dos animais, levando ao menor consumo de agua e racao, e pode ter sido uma das
causas da diminui¢do do prolongamento da sobrevida no grupo Etanol Sepse em 48

horas em comparacao a 24 horas.

No entanto, na sepse em humanos, a hiperglicemia € uma caracteristica
das alteracBes agudas que ocorrem em resposta a alteracdo da homeostase por
microrganismos invasores. Na fase aguda da resposta ao estresse, a estimulacéo
neuroendocrina resulta em altos niveis circulatérios de glucagon, horménio do
crescimento, catecolaminas e glicocorticéides. Essas alteracdes hormonais (também

conhecidas como resposta contra-reguladora) e um aumento de citocinas



49

7z

inflamatérias, isto €, IL-1, IL-6 e TNF-a, sdo importantes fatores que levam a
hiperglicemia. O mecanismo fisiopatoldgico compreende alteracées no metabolismo
de carboidratos (por exemplo, resisténcia periférica a insulina, glicogendlise hepatica
aumentada e gliconeogénese aumentada) que visam ao redirecionamento do

fornecimento de energia a 6rgéos vitais (BRANCO et al., 2007).

Em 2001, Van den Berghe et al. descreveram o uso de insulina para tratar
hiperglicemia e normalizar o nivel de glicemia (80-110 mg/dL) em um grande ensaio
randomizado e controlado, o qual foi realizado em uma Unica unidade de terapia
intensiva (UT]I) cirargica. Esse ensaio, conhecido como o estudo de Leuven, desafiou
0 conceito de que a hiperglicemia seja uma alteracdo adaptativa no estresse e que
deveria ser tolerada na doenca critica. O controle glicémico foi associado a uma
reducdo relativa de 42% em mortalidade na UTI (8% de mortalidade no grupo

controle e 4,6% no grupo insulina).

O aumento dos niveis de creatinina em decorréncia da sepse em animais
gue consumiram etanol esta de acordo com trabalho de Miranda (2010), que utilizou
o mesmo modelo de inducédo séptica de injecdo de fezes via intraperitoneal, em
camundongos e, no qual houve aumento dos niveis de creatinina e uréia 24 horas
apos a inducao séptica. A mortalidade por sepse pode aumentar quando complicada
por dano renal agudo (UCHINO et al., 2005) Dessa forma, a deteccdo precoce e
avaliacdo precisa desta injaria através da deteccdo dos marcadores de fungéo renal
pode ser considerada relevante entre pacientes sépticos. A associacdo entre o
consumo de alcool e a funcado renal, entretanto, ainda ndo é bem esclarecida. Ha
evidéncias que o consumo crénico de alcool pode causar dano direto aos rins
(HEIDLAND et al., 1985; VAMVAKAS et al., 1998). Nossa hipdtese é que o aumento
dos niveis de creatinina ndo tenha sido suficiente de forma a causar o
comprometimento da filtracdo glomerular em 24 horas que poderia ocorrer como
consequéncia do consumo de etanol. No entanto, o0 aumento de mortalidade no

grupo ES em 48 horas poderia ter como explicacdo, o dano renal causado pelo
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aumento dos niveis desse marcador de funcdo renal como consequéncia do

consumo de etanol em animais sépticos.

Da mesma forma que o aumento dos niveis de creatinina, o aumento da
transaminase ALT como conseqiiéncia da sepse em ratas em consumo de etanol
encontra-se de acordo com trabalho de Miranda (2010), o qual, no entanto, ndo
avaliou a influéncia do consumo de alcool. Considerando que o aumento nos niveis
de enzimas hepaticas pode aumentar o risco de choque séptico, o qual é muito
comum em pacientes alcoolistas, 0os maiores niveis de AST no grupo ES em
comparagao ao grupo S, ou seja, em decorréncia do consumo de etanol em animais
sépticos, encontram-se de acordo com estudos clinicos (AUBE et al., 1992;
LEIBOVICI et al.,, 1997). Entretanto, os maiores niveis destas enzimas ap0s O
consumo de etanol e inducdo séptica possivelmente ndo foram suficientes para

causar dano hepatico que poderia aumentar a mortalidade neste grupo de animais.

A exposicdo crbnica ao etanol € capaz de alterar a producédo de
estrogénio e os efeitos do alcool sobre a imunidade podem envolver um mecanismo
indireto no qual o alcool altera os niveis hormonais e, em contrapartida, 0s
hormbnios regulam a resposta imune. Nossos resultados demonstram que o
consumo voluntario de etanol a 10% v/v durante quatro semanas em animais na fase
estro do ciclo estral (na qual os niveis de estrogénio encontram-se mais baixos), é

capaz de elevar os niveis de estrogénio apds inducao séptica.

Diversos estudos demonstram um papel protetor do estrogénio apds
trauma e sepse (RAJU et al., 2008; ANGELE et al., 2000) Em ratos, a administracao
de estradiol apos dano-hemorragico normalizou a exacerbada liberacédo de citocinas
pré-inflamatérias de células de Kupffer e cardiomiocitos. O tratamento com
estrogénio também foi capaz de restaurar a funcéo cardiaca, possivelmente através
da diminuicdo na liberacdo de IL-6 (YANG et al.,, 2004). Semelhantemente, a
administracdo de flutamida, farmaco antiandrégeno capaz de impedir a ligacdo da

testosterona a receptores de células alvo, apds dano-hemorragico e ressuscitacao foi
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capaz de normalizar a baixa liberacdo de citocinas por macréfagos esplénicos e
peritoneais (WICHMANN et al., 1997). A habilidade do estrogénio em modificar a
liberacdo de citocinas péde ser demonstrada também em estudo no qual a producao
de TNF-a por macréfagos peritoneais aumentou quando estes foram postos em meio
de cultura junto ao estradiol (CHAO et al., 1995).

No experimento 3, a aparente diminuicdo nas unidades formadoras de
coldnias observadas apdés incubacédo do lavado peritoneal do grupo Etanol Sepse
pode ser explicada pelo alto clearance bacteriano que poderia ocorrer neste grupo
com o objetivo de combater o foco infeccioso. Essa maior eliminacido bacteriana
pode também estar associada também ao papel protetor do estrogénio em relagcao
ao aumento da quimiotaxia e modulacéo da producao de citocinas.

A diminuicdo nos niveis de estrogénio apos a inducéo de sepse tanto em
animais em consumo de agua quanto naqueles em consumo de etanol ndo era
esperado, considerando estudos clinicos (SCHRODER et al., 1988; FOURRIER et
al., 1994) nos quais ocorre aumento de estrogénio apos a sepse e outros danos. E
possivel que a natureza estatica da obtencdo de uma medida apenas (8 horas apos
a injecao via i.p.) falhe no processo dinamico que teria sido aparente se o estrogénio

e as citocinas fossem medidos em varios intervalos.

Novos estudos realizando reposicdo de estrogénio em animais em
consumo de etanol seriam Uteis para avaliar os niveis deste horménio que poderiam
aumentar a sobrevida na sepse e sua associacdo com a modulacao de citocinas pro-
inflamatorias nas diferentes fases da sepse. Da mesma forma, a coleta de sangue
em varios pontos do experimento seria também importante para que pudesse ser
avaliada a cinética do processo séptico. Este estudo é de particular importancia em
razdo da escassa literatura sobre a mulher e da variacdo de toxicidade de acordo

com o ciclo hormonal.
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7 CONCLUSAO

O modelo de sepse experimental proposto foi realizado com sucesso, de
acordo com os resultados encontrados nas analises bioquimicas e de citocinas, as
quais demonstraram aumento de creatinina, ALT e citocinas pré-inflamatorias como
consequéncia da sepse. O prolongamento da sobrevida dos animais que ingeriram
etanol sugere que esta droga interfere positivamente no processo séptico em
animais do sexo feminino. O maior tempo de sobrevida no grupo Etanol Sepse pode
ser atribuido ao aumento nos niveis de estrogénio, o qual foi, provavelmente
associado ao consumo subcrénico de etanol. O mecanismo desse hormonio de
modular a resposta imune parece envolver as alteracdes nos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, as quais agiram exercendo efeito benéfico na evolucao da sepse, e no
numero de unidades formadoras de col6nias obtidas através de incubacéo do lavado

peritoneal.

A mortalidade por sepse pode aumentar quando complicada por injaria
renal aguda. Considerando o aumento de creatinina pelo consumo de etanol na
sepse, este trabalho ressalta que o aumento de creatinina em pacientes sépticos
deve ser cuidadosamente monitorado em unidades de tratamento intensivo. Esta
monitorizacdo deve ser realizada com o objetivo da realizacdo de uma intervencéao

terapéutica de forma a reduzir a mortalidade decorrente de dano renal.
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