unisul PPG

Universidade Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias da Saude
Mestrado e Doutorado - UNISUL

UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
WILLIAN MARGOTTI

ESTRESSE OXIDATIVO EM MULTIPLOS ORGAOS EM RATOS VELHOS APOS
SEPSE: UM ESTUDO PRE-CLINICO

Tubardo
2021



WILLIAN MARGOTTI

ESTRESSE OXIDATIVO EM MULTIPLOS ORGAOS EM RATOS VELHOS APOS
SEPSE: UM ESTUDO PRE-CLINICO

LINHA DE PESQUISA: Investigacdo de agravos a saude de origem infecciosa

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
da Saude para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientadora: Profa. Fabricia Petronilho, Dra.

Tubardo
2021



M2E Margatti, Willian, 1980 -
Estresse onidativo em miltiplos argios em mtos velhos apis
sepse ; um estudo pré-clinies ! Willian Margotti, — M2 1,
4 1.0l color, ;30 cm

Dizzertagiio (Mestmdao) - Universidade do Sul de Santa Catarina,
Pés-graduagio em Ciéncias da Smide.

Onentagio: Prof® Dr? Fabricia Peiromnillo

1. Sepse. 2, Envelhecimento. 3. Stress oxidativo. 4. Disfungio

mltiplos drghos, [ Petronillo, Fabacia, 11 Universidade do Sul de
Santa Catanna. L Titulo,

CDD2L ed.) 61722

Ficha catalogratica claborada por Carolini da Rocha CRE 14/1215.




»unisul

Universidade

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE - MESTRADO

Titulo da Dissectacio
Estresse oxidativo em mmiltiplos orgdos em idosos apos sepse: um estudo pré-clinico

WiLLIAN MARGOTTI
AUTOR

Aprovada pela Banca Awvaliadora de Defesa da Diissertagio em 28 de mlho de 2021.

Doutora Fabrcia Cardoso Petronilho (Ooentador) Jg‘&tﬁ'

Doutora Naiana da Rosa (Awvaliador externo — UNIBAVE) — presenfe por wideoconferdnnis

Doutor Rafael Manano de Bitencoust (Avaliador interno) — pressnfe por sidsaconferdnaa

"-f:_-_ T

Professor Doutor Jefferson Tracbert
COORDEMADOR DO PROGRAMA DE PO3-GRADUAGAD EM CIEMCIAS DA SATDE
UMNISUL

+ Unisul - Universidade do Sul de Santa Catarina, Sede, Reltorla - Av. José Achoio Moreira, BT, Bairro Dehon - 88704-900, TubarSa, SC - Fone 48 36213000
+ Unisul Regiio Sul
- Campus Tubariio - Avenida José Aclclo Moreira, 757, Bairro Dehon, Calica Postal 370 - 88704900, Tubaro, SC - Fone 48 3621, 3000
= Campus Ararangud - Rodovia Governador Jorge Lacerda, 3201, Balrres Urussanguinka - 88505-355, Ararangud, 5C - Fone 0800 970 7000 - 48 3521-3000
- Campus Brago do Norte - Rodovia 5C 370, 1023, Rio Bonlto - BE750-000, Brago do Norte, SC - Fone 0800 570 7000 - 48 3821-3925
= Campus Icara - Rua Linha Tris Ribeirfes, Lotsamento Centendirio, 250, Bairro Lirl - B8820-000, cara, SC - Fone 0800 970 7000 - 48 3621-3460
+ Unizul RegiSo Grande Flarla
= Campus Pedra Branca - Avenida Pedra Branca, 25, Cdade Universitirla Pedra Branca, 88137-270, Palhoga, 5C - Fone 48 3279, 1000
= Campus Florlantpolls - Rua Dib Muss], 366, Centro - 8801 5-110, Florlandgolls, SC - Fone 48 3279, 1000
- Rua Trajano, 219, Centro - BE010-010, Plorfandpolls, 5C - Fone 48 3279.1000
« Campus Unisul Digital - &v. Pedra Branca, 25 - Cldade Universitdria Pedra Branca - B8137-900, Palhoga, 5C - Fone 48 32791300




A todos que sofrem, lutam e estudam a

sepse.



AGRADECIMENTOS

A Deus e a minha amada familia.

Aos professores, colaboradores e em especial a minha orientadora Fabricia
Cardoso Petronilho.

A UNISUL e ao programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias da Saude.

Ao Laboratdrio e aos colegas do Neuroimet.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil
(CAPES) — Cadigo de Financiamento 001, PROSUC/ CAPES pelo apoio recebido em

propiciar fomento para a realizagéo desta pesquisa.

A todos, meu muito obrigado!



“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros de gigantes.” (Isaac Newton)



RESUMO

A proporgédo da populagdo com mais de 60 anos tem aumentado em todo mundo. O
envelhecimento € um processo dinamico, no qual ocorrem modificagcdes morfolégicas
e fisioldgicas em todos os niveis, tornando o organismo mais vulneravel a eventos
agudos. Os idosos tém maior risco de desenvolver sepse do que 0s mais jovens. A
sepse € um conjunto de manifestacdes graves em todo o corpo produzidas por uma
infeccdo, levando a alteracdes que comprometem a homeostase celular e podem
resultar em disfuncdo de mudltiplos 6rgaos. Evidéncias sugerem que O estresse
oxidativo esta intrinsecamente relacionado ao envelhecimento e a sepse. O objetivo
deste estudo foi avaliar o estresse oxidativo em multiplos 6rgdos em ratos velhos em
modelo animal de sepse polimicrobiana. Ratos Wistar machos adultos (60d) e velhos
(210d) foram submetidos a sepse por ligacdo e perfuracdo cecal (CLP) e grupo
controle (sham) somente a laparotomia. Os grupos experimentais foram divididos em
sham 60d, sham 210d, CLP 60d e CLP 210d. Vinte e quatro horas ap0s a indugéo da
sepse, a atividade da mieloperoxidase (MPO), dano oxidativo a lipidios e proteinas,
atividades da superoéxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) foram avaliadas no
pulméo, rim, figado, coracdo, baco, quadriceps e diafragma. O envelhecimento
potencializou o aumento da atividade da MPO no grupo CLP comparados aos mais
jovens submetidos a CLP no pulmao, figado e baco. O dano aos lipidios ocorreu em
todas estruturas analisadas nos grupos CLP, enquanto apenas no pulmao, figado e
diafragma a peroxidacéo lipidica foi maior do grupo CLP 210d em comparacao com
60d. O dano em proteina essa potencializacdo aconteceu apenas no pulméo. A
atividade da SOD nas estruturas analisadas foi diminuida em ambos os grupos CLP,
sendo que no pulmao, rim, baco e diafragma houve uma diminuicéo significativa da
SOD no grupo CLP 210d comparado ao sham 60d enquanto que na CAT somente no
pulmdo e rim. Os achados neste estudo apontam que o aumento da idade
potencializou o dano oxidativo em diferentes 6rgaos alvo na sepse ao intensificar a
presenca de neutrofilos, o que fez possivelmente com que aumentasse o dano em

lipidios e proteinas com reduc¢éo da atividade da SOD e CAT.

Descritores: sepse, envelhecimento, estresse oxidativo, disfungcdo multiplos 6rgéos.



ABSTRACT

The proportion of the population over 60 years of age has increased worldwide. Aging
is a dynamic process, in which morphological and physiological changes occur at all
levels, making the body more vulnerable to acute events. Elderly people are at greater
risk of developing sepsis than younger people. Sepsis is a set of serious manifestations
throughout the body produced by an infection, leading to changes that compromise
cell homeostasis and can result in dysfunction of multiple organs. Evidence suggests
that oxidative stress is intrinsically related to aging and sepsis. The aim of this study
was to evaluate multi-organ oxidative stress in old rats in an animal model of
polymicrobial sepsis. Adult male Wistar rats (60d) and old (210d) were submitted to
sepsis by cecal ligation and perforation (CLP) and control group (sham) only by
laparotomy. The experimental groups were divided into sham 60d, sham 210d, CLP
60d and CLP 210d. Twenty-four hours after sepsis induction, myeloperoxidase (MPO)
activity, oxidative damage to lipids and proteins, superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) activities were evaluated in lung, kidney, liver, heart, spleen |,
quadriceps and diaphragm. Aging potentiated the increase in MPO activity in the CLP
group compared to younger patients undergoing CLP in the lung, liver and spleen.
Lipid damage occurred in all structures analyzed in the CLP groups, while only in the
lung, liver and diaphragm the lipid peroxidation was higher in the CLP 210d group
compared to 60d. The protein damage in this potentiation happened only in the lung.
The SOD activity in the analyzed structures was decreased in both CLP groups, and
in the lung, kidney, spleen and diaphragm there was a significant decrease in SOD in
the CLP 210d group compared to the sham 60d group while in the CAT only in the lung
and kidney. The findings in this study indicate that increasing age potentiated oxidative
damage in different target organs in sepsis by intensifying the presence of neutrophils,
which possibly increased the damage to lipids and proteins with reduced activity of
SOD and CAT.

Keywords: sepsis, aging, oxidative stress, multiple organ dysfunction.
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1. INTRODUCAO

A proporgdo da populacdo mundial com mais de 60 anos tem aumentado e
espera-se que o0 numero de pessoas com mais de 60 anos aumente de 970 milhdes
para 2,1 bilhdes em 2050 e 3,1 bilhdes em 2100!. No Brasil, a tendéncia do
envelhecimento da populacédo brasileira nos ultimos anos manteve—se e ganhou 4,8
milhdes de idosos desde 2012, superando a marca dos 30,2 milhdes em 2017. Em
2012, a populacdo com 60 anos ou mais era de 25,4 milhdes. Os 4,8 milhdes de novos
idosos em cinco anos correspondem a um crescimento de 18% desse grupo etario,
que tem se tornado cada vez mais representativo no Brasil?.

O envelhecimento é um processo dinamico, no qual ocorrem modificacdes
morfolégicas e fisiolégicas em todos os niveis do organismo®. A morfologia e as
funcdes do figado, bem como de outros érgdos como coracao, pulmao, rins, sistema
imunolégico, mudam com o envelhecimento®.

O processo de envelhecimento esta frequentemente associado a organelas
disfuncionais, que desencadeiam estresse oxidativo, dobramento incorreto de
proteinas e morte celular, e induzem declinios ha manutencdo dos mecanismos de
controle de qualidade celular. Em particular, uma caracteristica patolégica importante
do envelhecimento, é o desenvolvimento de anormalidades mitocondriais, onde as
espécies reativas de oxigénio (ERO's) se formam progressivamente como causa e
efeito de danos as proteinas mitocondriais. O acumulo de ERO's induz mutag¢des no
DNA mitocondrial (mtDNA) e impede o ciclo do acido tricarboxilico e o funcionamento
dos complexos da cadeia de transporte de elétrons, comprometendo assim a funcéo
bioenergética da mitocbndria. Isso causa um ciclo vicioso que agrava
progressivamente o estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial®.

Como resultado da imunosenescéncia (a deterioracdo gradual do sistema
imunoldgico), comorbidade e fragilidade geral, esta populacdo é mais suscetivel do
gue pessoas mais jovens a doencas infecciosas, resultando em taxas de mortalidade
e morbidade mais altas do que em jovens adultos. As infeccbes podem levar a
fragilidade irreversivel e, portanto, a mais dependéncia de cuidados de saude de longo
prazo®.

Nesse contexto, a sepse afeta desproporcionalmente adultos mais velhos, com
mais de 60% dos diagnésticos de sepse atribuidos a adultos com 65 anos ou mais’.

A sepse é definida como uma disfung&o organica com risco de vida, causada por uma
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resposta desregulada do hospedeiro a infeccéo®. E uma causa comum de admiss&o
em unidade de terapia intensiva (UTI) e pode levar a sindrome de disfuncédo de
multiplos érgdos e morte®.

Tendo em vista que & medida que a populacdo adulta continua a envelhecer e
se transformar na populacéo idosa, os problemas relacionados com a idade avancada
continuardo a crescer em propor¢des iguais, assim como o risco de infeccéo. Por isso
s8o necessarios estudos adicionais para avaliar a fisiopatologia da sepse nesta
populacdo especial que é comumente afetada por infec¢des, e assim melhor conhecer
esse grupo etario, ja que se trata de uma populacdo com identificacdo prépria, com
modificacdes corporais desde o nivel sistémico a niveis moleculares, inevitaveis e que
precisa de cuidados e atencgéo especial.

Dessa forma, motivado pela falta de pesquisa relacionando o estresse oxidativo
ocasionado na sepse em organismo cronologicamente velho, a seguinte pesquisa
busca avaliar o estresse oxidativo em multiplos 6rgdos em ratos velhos em modelo
animal de sepse polimicrobiana por ligacao e perfuragéo cecal (CLP).

Como hipétese acredita-se que 0 estresse oxidativo ocorra em ambos os
grupos de modelo animal de sepse polimicrobiana por CLP quando comparados aos

grupos controles, e dentre estes a injuria € maior nos grupos de ratos velhos.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Dados epidemioldgicos de envelhecimento no Brasil

O mundo esta testemunhando uma rapida mudanca demografica em direcéo a
uma populagdo mais velha, uma tendéncia com importantes implicagbes médicas,
sociais, econdmicas e politicas'®. Uma das causas desta mudanca demogréfica é o
aumento da expectativa de vida ao nascer, que no Brasil, de 2015 para 2016 passou
de 75,5 para 75,8 anos, 0 que representa um acréscimo de trés meses e onze dias.
Esse indicador mostra o tempo médio de vida das pessoas que nasceram em um
determinado ano. Esses dados sédo da Tabua completa de mortalidade para o Brasil —
2016, divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e mostra
que de 1940 a 2016, expectativa de vida do brasileiro subiu mais de 30 anos?.

Segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios Continua —

Caracteristicas dos Moradores e Domicilios, em 2012, a populagdo com 60 anos ou
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mais era de 25,4 milhdes. Os 4,8 milhdes de novos idosos em cinco anos
correspondem a um crescimento de 18% desse grupo etario, que tem se tornado cada
vez mais representativo no Brasil. As mulheres sdo maioria expressiva nesse grupo,
com 16,9 milhdes (56% dos idosos), enquanto os homens idosos sédo 13,3 milhdes
(44% do grupo)?.

Estudos epidemiolégicos mostram que 11% da populacdo mundial tem mais de
60 anos e projeta-se que isso aumente, até 2050, para 22% da populagdo**. No Brasil,
os dados de projecbes do IBGE apontam que a populacdo idosa acima de 60 anos
deve dobrar até o ano de 2042, na comparacao com os numeros de 2017. De acordo
com o levantamento, o pais tinha 28 milhdes de idosos no ano de 2017, ou 13,5% do
total da populacdo. Em dez anos, chegara a 38,5 milhdes (17,4% do total de
habitantes). Em 2042, a projecéo do IBGE é de que a populacéo brasileira atinja 232,5
milhdes de habitantes, sendo 57 milhdes de idosos (24,5%), ultrapassando o
projetado para a populacdo mundial até 2050. Em 2031, o numero de idosos (43,2
milhdes) vai superar pela primeira vez o nimero de criancas e adolescentes, de 0 a
14 anos (42,3 milhdes). Antes de 2050, os idosos ja serdo um grupo maior do que a
parcela da populacdo com idade entre 40 e 59 anos'?.

Com o processo de envelhecimento populacional, € crescente o niumero de
Obitos entre as pessoas acima de 60 anos. A crescente proporcao de idosos na
populacdo e a consideravel reducao da mortalidade infanto-juvenil, observada nas
Ultimas décadas, contribuiram para elevar a concentracao das mortes em idades mais
avancadas no Brasil. Atualmente, de cada 100 Obitos ocorridos no Brasil, 63
correspondem a pessoas de 60 anos ou mais de idade, o que em 1980, essa
participacdo era de 38%?*3.

Doencas do aparelho circulatério, neoplasias e doencas do aparelho,
respiratorio aparecem como as principais causas atuais de mortalidade desse grupo
populacional, seguidas pelas doencas do aparelho digestivo e das glandulas
endécrinast4.

A medida que a sociedade envelhece, a incidéncia de limitagbes fisicas
aumenta drasticamente, o que reduz a qualidade de vida e aumenta 0s gastos com
saude. Na sociedade ocidental, cerca de 30% da populagcdo com mais de 55 anos
enfrenta limitagOes fisicas moderadas ou severas. Essas limitagdes fisicas aumentam

o risco de quedas, institucionalizacdo, comorbidade e morte prematura®®.
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A preocupacdo com a incapacidade e com o seu impacto na qualidade de vida
como assunto de saude publica justifica-se pelo envelhecimento populacional rapido
e intenso, e pela alta prevaléncia de doencas crbnicas causadoras de limitacdes
funcionais e de incapacidades entre os idosos. A avaliagdo das intervencdes em
saude na populacdo idosa fragil sempre constituiu um desafio devido ao carater

multiplo e complexo dos seus problemas®.

1.1.2 Envelhecimento

O envelhecimento pode ser entendido como um processo dinamico e
progressivo, caracterizado tanto por alteracdes morfolégicas, funcionais e
bioquimicas, quanto por modificacées psicologicas!®. E um declinio gradual da funcgéo
fisiologica com a idade, acompanhado de um processo intrinseco, inevitavel e
irreversivel relacionado a idade. Envelhecer é um fenbmeno complexo onipresente
como consequéncia da interacdo de fatores genéticos, epigenéticos, ambientais e
estocéasticos ao longo da vida. Durante esse processo multifatorial, os danos que
ocorrem nas moléculas, células e tecidos se acumulam gradualmente em tempo
habil'’. Tal processo leva a um progressivo decréscimo na capacidade fisiol6gica e
reducdo da capacidade de respostas ao estresse ambiental, levando a um aumento
da suscetibilidade e vulnerabilidade a doengas e consequentemente a morte®®.

Muitas teorias sobre o envelhecimento ja foram propostas, incluindo a
reticulacdo molecular, alteracdes nas funcdes imunoldgicas, encurtamento do
telébmero, presenca de genes de senescéncia no DNA e danos induzidos por radicais
livres'®. O aumento da producdo de radicais livres foi reconhecido como um
contribuidor critico para o envelhecimento desde meados dos anos 50, quando D.
Harman propds “The free Radical Theory of Aging” (A teoria do envelhecimento dos
radicais livres). Esta teoria propés que moléculas altamente instaveis e reativas
geradas pelo metabolismo celular ou fatores ambientais ndo podem ser removidas ou
neutralizadas, e que o acumulo destes produz danos aos lipidios, proteinas e DNA,
levando a uma funcéo defeituosa das organelas em individuos idosos. Atualmente,
sabe-se que durante o terco final da vida, animais e humanos idosos tém capacidades
homeostéticas adaptativas mais baixas, principalmente causada por um sistema de
defesa antioxidante prejudicado, que por sua vez promove 0 acumulo de danos

moleculares induzidos pelo estresse oxidativo e desencadeia a senescéncia celular!’.
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), idoso € todo individuo com
60 anos ou mais. Todavia, para efeito de formulac&o de politicas publicas, esse limite
minimo pode variar segundo as condi¢des de cada pais. A propria OMS reconhece
que, qualguer que seja o limite minimo adotado, é importante considerar que a idade
cronoldgica ndo € um marcador preciso para as alteracbes que acompanham o
envelhecimento, podendo haver grandes variagbes quanto a condicbes de saude,
nivel de participacdo na sociedade e nivel de independéncia entre as pessoas idosas,
em diferentes contextos?°.

Estima-se que o ser humano esteja programado para viver entre 110 e 120
anos. Seu ciclo vital atinge maturidade biologica, o apice da vitalidade, por volta dos
25, 30 anos. Dos 25 até os 40 o individuo pode ser considerado um adulto inicial; até
65 anos, adulto médio ou de meia idade, dos 65 até 75 anos, adulto tardio na velhice
precoce, e desta idade em diante, vem a chamada velhice tardia?..

Os individuos com idade igual ou superior a 60 anos diferem muito entre si no
que diz respeito as condicdes de saude. Nao obstante a alta prevaléncia de
incapacidade entre idosos, o declinio funcional nédo é intrinseco ao envelhecimento??.
Estatisticas gerais ttm mostrado que, a medida que cada individuo atinge a meia-
idade de sua vida biolégica, numerosas consequéncias malignas, patoldgicas e
deteriorativas subsequentes comecam a interferir no sistema cardiovascular,
processos metabolicos, disturbios neurodegenerativos, fungdes musculares e visuais,
entre outros'’,

O envelhecimento pode ser entendido como sinbnimo de senescéncia
(processo natural de envelhecimento) quando a diminuicdo progressiva da reserva
funcional do individuo em questdo ndo acarreta maiores problemas, mas também
pode cursar com doencas, estresse emocional ou acidentes, levando a necessidade
de atencéo diferenciada, sendo conhecido entdo como senilidade e se caracterizando
pela fragilidade do envelhecimento?®. A definicdo de fragilidade do envelhecimento
mais amplamente aceita € a de estado de vulnerabilidade, resultado da diminuigcdo da
reserva homeostatica, que confere menor capacidade de superar fatores de estresse
e menor poder de adaptacdo?*. Mesmo ndo havendo consenso em torno da definicéo,
tampouco quadro clinico bem definido, a pratica clinica mostra a grande prevaléncia
em idosos frageis de algumas sindromes geriatricas geradoras de dependéncia: déficit

cognitivo, imobilidade, instabilidade postural e incontinéncia urinaria®.
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A ineficiéncia metabdlica, que contribui substancialmente para a quebra da
homeostasia corporal, lentamente, torna o individuo mais suscetivel a lesdes
organicas, culminando no desencadeamento das chamadas doengas cronicas nao
transmissiveis (DCNT), decorrentes do processo de envelhecimento. Essas doencas
sdo e podem desencadear processos incapacitantes, afetando a funcionalidade dos
individuos idosos, dificultando ou impedindo o desempenho de suas atividades
cotidianas de forma independente, o que pode comprometer de maneira significativa
a qualidade de vida dos idosos?®.

Os idosos com idade mais avancada e os idosos mais jovens portadores de
multiplas DCNT, quando sobrevém evento agudo (infec¢des, quedas e disturbios
metabolicos), suas deficiéncias imunoldgicas e nutricionais e o declinio acentuado de
suas funcdes vitais determinam a hospitalizacdo e o mau prognostico?’.

De modo geral, o processo de envelhecimento, € um fendmeno natural e
multifatorial caracterizado pelo acumulo de processos degenerativos que, por sua vez,
sdo sustentados por multiplas alteragcbes e danos nas vias moleculares com
envolvimento de complexas mudancas celulares que afetam a integridade e
comprometem as funcBes das diversas células, tecidos e sistemas, de maneira
qualitativa e quantitativa?®.

Dessa forma, diversos sdo 0os mecanismos que contribuem para o declinio
multifuncional de 6rgaos e tecidos durante o processo de envelhecimento. O acumulo

7z

de proteinas e mitocbndrias danificadas é comumente observado em células
envelhecidas. Além disso, a producdo de ERO’s em vérios 6rgdos € aumentada
progressivamente ao longo dos anos, devido ao vazamento de elétrons das
mitocondrias resultante da fosforilacdo oxidativa mitocondrial prejudicada e um
desequilibrio entre a producéo de ERO’s e a sintese de enzimas antioxidantes®. As
ERO'’s - intermediarios parcialmente reduzidos de oxigénio que podem ser moléculas
radicais ou nao radicais - sdo geradas durante o metabolismo por meio de uma série
de reacOes inter-relacionadas e sdo considerados como causadores dos danos
cumulativo de DNA, proteina e lipidios observados ao longo da vida. O acumulo de
ERQO’s, o estresse oxidativo e o desequilibrio do estado redox normal aumentam
exponencialmente com a idade, acompanhados por um declinio acentuado da

maquinaria de reparo celular®®.
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Por fim, o estresse oxidativo esta associado a abertura dos poros da
permeabilidade mitocondrial, que promove necrose e morte celular em diversos

6rgéos®.

1.1.2.1 Estresse oxidativo e envelhecimento dos multiplos 6rgaos

1.1.2.1.1 Estresse oxidativo

O “estresse oxidativo” como um conceito em biologia e medicina redox foi
formulado em 19852%°. O oxigénio molecular tem pouca capacidade de oxidar outros
compostos quimicos e, para isso, deve primeiramente ser convertido em forma “ativa”
de oxigénio, as entdo chamadas ERQO's®C.

As ERO's sdo radicais livres com oxigénio em sua estrutura molecular ou ndo
radicais mas com potencialidade de formarem radicais livres de oxigénio. S&o
normalmente produzidas nas células durante a respiracdo e geracdo de energia
mitocondrial, ou na resposta inflamatoéria, mas sdo degradadas e removidas pelos
sistemas celulares de defesa antioxidante. Portanto, as células sdo capazes de
manter um estado constante no qual as ERO’s podem estar presentes
transitoriamente, em baixas concentracdes, sem causar danos3..

Quando a producgéo de ERO's aumenta ou quando 0s sistemas de remogao
sdo ineficientes, o resultado é um excesso destas espécies que levam a uma condicéo
chamada estresse oxidativo. O estresse oxidativo tem sido implicado em uma grande
variedade de processos patoldgicos, incluindo lesdo celular, cancer, envelhecimento
e algumas doencas degenerativas, como a doenca de Alzheimer®?. As ERQO’s sdo
produzidas também em grandes quantidades pelos leucécitos, particularmente
neutréfilos e macréfagos, como mediadores para a destruicdo de microorganismos,
tecido morto e outras substancias ndo desejadas. Portanto, a leséo causada por esses
compostos reativos sempre acompanha reacdes inflamatorias, durante as quais 0s
leucécitos séo recrutados e ativados®.

Além do processo inflamatorio, as ERO's podem ser geradas nas reacdes de
oxirreducdo que ocorrem durante processos metabolicos normais. Durante a
respiragcdo normal, o oxigénio molecular é reduzido nas mitocondrias através da
transferéncia de quatro elétrons para o H? para gerar duas moléculas de agua. Essa

conversdo é catalisada por enzimas oxidativas no reticulo endoplasmaético, citosol,
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mitocondrias, peroxissomos e lisossomos. Durante esse processo, sao geradas
pequenas quantidades de espécies intermediarias parcialmente reduzidas nas quais
diferentes numeros de elétrons foram transferidos do oxigénio molecular (O2), que
incluem os radicais anion superéxido (O2’), o peroxido de hidrogénio (H202) e ions
hidroxila (OH")3,

Outro mediador quimico importante gerado por células endoteliais,
macréfagos,e outros tipos celulares, o NO, pode atuar como radical livre e também
ser convertido no anion peroxinitrito (ONOO") altamente reativo, bem como em didxido
de nitrogénio (NO2) e nitrato (NO3?)3L.

Em contrapartida, os tecidos contém enzimas que removem rapidamente
essas espécies®3. Essas enzimas localizam-se préoximas ao local de geracdo dos
oxidantes e incluem as enzimas: (1) Superéxido dismutases (SODs) que sao
encontradas em muitos tipos celulares e convertem o Oz em H202 (202" + 2H — H20:2
+ O2). Esse grupo inclui a manganés-superoxido dismutase, que se localiza nas
mitocéndrias e a cobre-zinco-superdxido dismutase, que é encontrada no citosol. (2)
Catalase (CAT), presente nos peroxissomos, que decompde o H202 (2 H202 — O2 +
2H20). (3) A glutationa peroxidase também protege contra lesédo catalisando a
degradacéao de radicais livres (H202 + 2GSH — GSSG [homodimero de glutationa] +2
H20 ou 20H" + 2GSH — GSSG + 2 H20). A proporgéo intracelular de glutationa
oxidada (GSSG) para glutationa reduzida (GSH) reflete o estado oxidativo da célula e
é um indicador importante da habilidade das células de desintoxicar ERO’s3..

Quando as enzimas antioxidantes ndo sao suficientes para neutralizar as
ERO's, ocorre o dano a biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA (acido
desoxirribonucleico) evento conhecido como estresse oxidativo. Um dos principais
efeitos é oxidar os acidos graxos poli-insaturados que sao componentes essenciais
de muitas das membranas celulares. Outro efeito é oxidar algumas das enzimas
celulares, danificando gravemente os sistemas metabdlicos celulares?. O dano
oxidativo aos lipidios produz produtos de peroxidagéo lipidica, principalmente
localizados na membrana celular, o que resulta em uma perda das propriedades /
funcdes da membrana. Seus produtos finais reativos podem induzir danos a outras
moléculas, como proteinas e DNA. No DNA nuclear e mitocondrial, a 8-oxo-7,8-diidro-
2'-desoxiguanosina (8-oxodG) € uma das formas predominantes de lesdes oxidativas
induzidas por radicais livres. Os resultados potenciais incluem disfuncdo das

biomoléculas afetadas e interferéncia nas vias de sinalizacédo (Figura 02)*°.
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Tem-se visto que a superexpressao da CAT estende a vida util e retarda o
processo de envelhecimento em camundongos®*. Essas observagées sugerem que o
acumulo de ERQO’s contribui para o processo de envelhecimento e sobre a importancia

das enzimas antioxidantes.

Figura 01 — Mecanismo geral de dano oxidativo as biomoléculas
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Fig 01 — Adaptado de: da Costa JP., et al, 20169

1.1.2.1.2 Envelhecimento do pulméao

Pensa-se que o sistema respiratdrio seja o sistema do organismo que
envelhece mais rapidamente devido a maior exposicdo a poluentes ambientais ao
longo dos anos. As mudangas que ocorrem a este nivel sdo clinicamente relevantes
porque a deterioracdo da funcdo pulmonar esta associada ao aumento da taxa de
mortalidade e, além disso, o conhecimento das mesmas contribui para a deteccédo e
prevencéo de disfungdes respiratorias em idosos®.

No plano anatdomico e funcional do trato respiratorio, destacam-se as

reducBes da mobilidade da caixa toracica e da elasticidade pulmonar, a diminuigdo
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dos valores de pressao inspiratoria e expiratdria maxima com consequente reducao
da eficiéncia da tosse, e ainda a diminuicdo do numero e motilidade dos cilios na
arvores respiratdria. O processo da imunossenescéncia, por sua vez, ocasiona
diminuicdo da imunidade celular, ndo tao intensa a ponto de provocar o aparecimento
de infec¢des oportunistas, porém predispondo a processos infecciosos em geral, além
de dificultar sua resolucéos®.

Nesse sentido, o processo de envelhecimento e a exposi¢cdo constante ao
ambiente externo torna o pulmdo especialmente vulnerdvel a infeccdo®’. Seja
bacteriana, fangica ou viral, a infeccdo gera uma resposta inflamatoria e o
subsequente acumulo de células inflamatérias, como macréfagos (alveolares
residentes e recrutados), eosindfilos e neutréfilos. Como um mecanismo de defesa
imunoldgico, as células imunes respondem produzindo mieloperoxidases (MPO),
peroxidases de eosinodfilos, nicotina adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidases
ligadas @ membrana e de fonte mitocondrial, e os produtos incluem ERO’s como Oz,
NO, H20:2 e &cido hipocloroso. Idealmente, esses produtos reativos sdo capazes de
destruir organismos invasores e supra regular vias de sinalizacdo apropriadas para
restaurar a homeostase celular, mas o dano residual nos tecidos geralmente ocorre.
Além disso, varios organismos infecciosos comuns produzem suas proprias ERO's
como parte de seus mecanismos de defesa®:,

Embora apresentem um papel de extrema importancia nos processos
biolégicos normais, as ERO’s estédo associadas a origem de diversas patologias e ao
envelhecimento®®. Muitas células do parénquima pulmonar séo fontes de radicais
livres no pulméo, capazes de gerar ERO’s, como as células endoteliais, células
alveolares tipo Il, células claras, células ciliadas da via aérea, e 0s macrofagos
alveolares®°,

Com relacdo ao trato respiratério, as mudancas provocadas pelas ERO's
podem resultar em destruicdo direta de células, particularmente pneumdacitos tipo | e
células endoteliais. A destruicdo do tecido elastico pulmonar pelas ERO's atenua a
complacéncia pulmonar e, consequentemente, diminui sua capacidade de expansao
durante a respiracdo. As EROs sdo capazes de alterar o tbnus da musculatura lisa
das vias aéreas, pela criacdo de um desbalanco entre receptores muscarinicos
(contracdo) e [3-adrenérgicos (relaxamento). Um aumento na formacdo das EROs
pode levar até mesmo a danos na microcirculacdo regional e, consequentemente,

derrame de fluido rico em proteinas no interior dos alvéolos. Esse derrame e a



22

atividade EROs degradam o surfactante, levando a um colapso dos alvéolos e,
consequentemente, a aumento da resisténcia pulmonar. O estresse oxidativo
aumenta ainda a secrecdo de mucina pelo epitélio respiratério, 0 que diminui a

eficiéncia do batimento ciliar, deixando as vias aéreas susceptiveis a infeccdes*.

1.1.2.1.3 Envelhecimento do rim

Como em todos 0s sistemas organicos, o processo de envelhecimento leva a
alteracdes significativas, sendo o rim particularmente suscetivel a alteracdes
relacionadas a idade*!. O envelhecimento é um dos principais contribuintes para o
aumento da incidéncia de lesdo renal aguda e doenca renal cronica, sendo que o
principal achado clinico do envelhecimento renal é a diminuicdo da taxa de filtracédo
glomerular e seu correlato estrutural é a perda de néfrons funcionais*?. A funcéo renal
diminui com a idade na populacdo em geral e a perda média da taxa de filtracdo
glomerular (TFG) é de cerca de 1ml por ano na maioria dos estudos longitudinais*3.

A recuperacdo funcional renal ap6s um episédio de lesdo renal aguda é
significativamente pior em pacientes idosos. Esse potencial regenerativo diminuido,
gue é uma marca registrada do processo de envelhecimento, pode ser causado pela
senescéncia celular. O acumulo de células senescentes pode explicar o reparo
insuficiente e a perda funcional, visao reforcada por estudos recentes que mostram
que a remocao das células senescentes resulta na atenuacdo do envelhecimento
renal®?,

As mudancas estruturais macroanatémicas do rim com a idade avancada
incluem um menor volume cortical, maior volume medular até a meia-idade e cistos
renais maiores e mais numerosos. Os idosos tém menos reserva funcional renal
guando na verdade desenvolvem doenca renal crbnica e apresentam maior risco de
lesdo renal aguda**.

O rim passa por mudancas relacionadas a idade, atingindo a funcionalidade
total apds os 5 anos de idade e sofrendo um declinio lento, mas progressivo em sua
faixa regulatéria de funcdo (por exemplo, combinando a excre¢éo de sédio e potassio
com a ingestéo alimentar), a partir de aproximadamente 20 anos, bem como na funcéo
(por exemplo, filtracdo glomerular) comecando em uma idade mais avancada. O
declinio da funcéo renal relacionado a idade também € uma questéo de género, raca

e origem genética*®.
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Nos processos fisiopatoldgicos das doencas renais a inflamacéo desempenha
um papel fundamental. A inflamacédo sistémica também afeta o rim por meio de
citocinas pré-inflamatérias e infiltragdo de células inflamatérias*®. Patogeneticamente,
além dos mediadores da inflamacdo crénica, mediadores do sistema renina-
angiotensina-aldosterona e do estresse oxidativo sédo fatores relevantes na
determinacdo do envelhecimento renal, devido ao aumento da incidéncia de dano
celular combinado com reducéo da capacidade de reparo.

O processo de envelhecimento do rim é sempre acompanhado de mudancas
estruturais e funcionais*’. Fatores, como a existéncia de declinio leve a moderado da
funcéo renal, anormalidades no turnover de droga e desregulacdo da vasculatura,
foram implicados na patogénese da susceptibilidade relacionada ao envelhecimento.
Uma vez que o rim naturalmente também enfrenta um aumento da carga oxidante
com o declinio da atividade antioxidante ao longo do envelhecimento®®. Os fatores
acima combinados com vérias patologias, incluindo doencas infecciosas podem
causar a lesao renal aguda e induzem diminuigbes gerais ou regionais no fluxo
sanguineo renal. A hipdxia renal e a isquemia subsequentes promovem a formacgéo
de EROs adicionais, que podem induzir lesdo celular do tabulo renal, inflamacéo e

causar disfuncéo vascular®.

1.1.2.1.3 Envelhecimento do figado

Geralmente, o envelhecimento do figado apresenta um declinio no volume e
no fluxo sanguineo hepatico. Mesmo com uma capacidade regenerativa proeminente
de restaurar suas funcdes apds a perda de células hepaticas, sua biossintese e
habilidades de metabolismo diminuem, e sado dificeis de restaurar aos padrbes
anteriores®°,

Individuos idosos estdo particularmente sob risco de desenvolver doencas
cronicas, embora sejam menos capazes de regenerar tecidos saudaveis e tolerar
procedimentos de transplante de o6rgéos inteiros. No figado, essas doencas
relacionadas a idade incluem doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, doenca
hepética alcodlica, hepatite, fibrose e cirrose®?.

Embora o figado demonstre notavel resiliéncia durante o envelhecimento, ha
evidéncias crescentes de que ele sofre todas as caracteristicas celulares do

envelhecimento, o que aumenta o risco de doencas hepaticas e sistémicas. O
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processo de envelhecimento no figado € impulsionado por alteracdes do genoma e
do epigenoma que contribuem para a desregulacédo da funcado mitocondrial e das vias
de detecc¢do de nutrientes, levando a senescéncia celular e inflamacéo de baixo grau.
Essas alteragcbes promovem varias alteragdes fenotipicas em todas as células
hepaticas (hepatdcitos, células endoteliais sinusoidais do figado, células estreladas
hepaticas e células de Kiipffer) e comprometimento da funcédo hepatica®?.

Muitos estudos relataram que o figado senescente exibe uma série de
caracteristicas consistentes com lesdo oxidativa e os niveis de EROs nos tecidos
afetam as funcdes hepaticas e estdo intimamente ligados a maioria das doencas.
Durante o processo de envelhecimento a superproducao de EROs leva a um estado
de dano oxidativo tanto no figado quanto no nivel sistémico que ocorre ja ha meia-
idade®3,

Uma producéo desequilibrada de EROs ou espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs) e as moléculas antioxidantes do organismo produz estresse oxidativo, que
pode induzir lesdo hepatocelular pela inibicdo das enzimas da cadeia respiratoria
mitocondrial e pela inativacao de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e dos canais
de sddio de membrana. Além disso, as EROs causam peroxidacéo lipidica e producdo
de citocinas, contribuindo para lesdo hepatocelular e fibrose, e promovem a
progressdo de esteatose simples para estatose hepatica ndo alcoolica.
Adicionalmente, as EROs induzem a migracao direcional de células pro-fibrogénicas
hepaticas residentes, resultando em fibrose hepatical”’.

Com o envelhecimento, os hepatécitos (células parenquimatosas do figado
responsaveis pela maioria das funcées hepdéticas) tém as enzimas mitocondriais
reduzidas, como a oxido nitrico sintase mitocondrial e a SOD de manganés. Tais
hepatécitos senescentes liberam citocinas que contribuem para a inflamacéo
relacionada a idade, assim como aumentam o acumulo de goticulas de lipidios,
diminuem a capacidade de oxidacdo mitocondrial e aumentam a produgéo de ERO’s.
O estresse oxidativo associado a idade inibe a ativacao das células progenitoras do
figado, causando deplecéo adicional de hepatécitos e massa hepatica®2.

1.1.2.1.3 Envelhecimento do bago

O maior orgao imunologico secundario em mamiferos é o baco; hospeda

macrofagos, células dendriticas, células plasmaticas e um quarto dos linfécitos do
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corpo e esta envolvida em vérias funcdes, como ativacao de células T e B em resposta
a antigenos sanguineos, producéo de anticorpos ou eliminacao de células apoptoticas
circulantes (contribuindo assim a tolerancia imunolégica periférica)®.

O baco possui dois tecidos funcional e histologicamente distintos onde esses
processos ocorrem: a polpa branca e a polpa vermelha. A polpa branca possui uma
grande massa de tecido linféide que produz anticorpos contra antigenos
reconhecidos, enquanto a polpa vermelha possui uma estreita rede de sinusoides
chamada corddo de Billroth que auxilia na filtracdo do sangue®. A polpa branca
constituida por tecidos linfoides, consistem em células T, principalmente na bainha
linfoide periarteriolar, e células B, principalmente no centro germinativo. A zona
marginal circunda a polpa branca e atua como uma interface separando a polpa
branca da polpa vermelha. Os macréfagos constituem a principal populacéo de células
imunes dentro da zona marginal e polpa vermelha. As células do estroma também séo
distribuidas dentro da zona marginal e nas regifes da polpa branca e vermelha para
apoiar a localizacdo de diferentes subconjuntos de células imunes. Como 6rgéo
linfoide estruturalmente sofisticado e multifuncional, o bago exerce importantes efeitos
nas respostas imunes locais e sistémicas, com potencial de afetar diferentes tecidos
e 6rgaos®e.

Funcionalmente, o papel fisiolégico primario do baco é a filtracdo e
processamento de células sanguineas senescentes (predominantemente eritrocitos
ou hemacias) e ajuda imunologicamente a proteger contra microorganismos
encapsulados e a resposta a patdgenos infecciosos. Ele contém elementos
hematopoiéticos e linfopoiéticos, fornecendo uma base para a hematopoiese
extramedular quando necessario. Como o maior filtro de sangue do corpo, ajuda a
remover eritrocitos antigos da circulagdo, auxiliando na remog¢&do de microrganismos
transmitidos pelo sangue. O baco é um local direto e indireto de toxicidade potencial
que pode surgir secundariamente de processos de doengcas ou infeccdes
subjacentes®®.

Por ser composto de tecido linfocitico, elementos circulatérios e células
fagociticas mononucleares, o baco também desempenha um papel importante tanto
na resposta imune inespecifica quanto especifica. Além disso, ele serve como
reservatorio para células sanguineas circulantes, especialmente plaquetas, e também
produz ceélulas sanguineas durante o desenvolvimento fetal e em certos disturbios

hematologicos. A destruicdo dos globulos vermelhos dentro dos corddes esplénicos
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libera ferro na circulacdo, que é reciclado e usado para fabricar novos eritrécitos na
medula 6ssea. Em varias doencas hematoldgicas ndo malignas, as células revestidas
com anticorpos séo eliminadas da circulacéo pelas células fagociticas do bago®’.

O processo de envelhecimento esta associado a uma inflamacéo cronica de
baixo grau e ao acumulo de células senescentes nos tecidos. As células senescentes
exibem um fenadtipo pré-inflamatério que estimulam a geracéo de células supressoras
derivadas de mieloides, aumentando a mielopoiese na medula 6ssea e no baco.
Mielopoiese aumentada e nivel aumentado de células supressoras derivadas de
mieloides foram observados na medula 6ssea, sangue e baco de camundongos com
tumor e idosos. As células supressoras derivadas de mieloides estimulam a atividade
de células T reguladoras imunossupressoras (Tregs), mas também aumentam a
expressdo de enzimas catabolizantes de aminoacidos e a secre¢do de citocinas anti-

inflamatdérias, por exemplo, IL-10 e TGF-B, e ERO’s®8,

1.1.2.1.6 Envelhecimento do coracgéo

O coracdo € altamente sensivel ao processo de envelhecimento. O
envelhecimento cardiaco é um processo intrinseco que resulta no comprometimento
da funcéo cardiaca, juntamente com alteracdes celulares e moleculares. O disturbio
estrutural e funcional dentro do coracdo e das artérias que se manifesta claramente
no contexto das doencas cardiovasculares tem um papel preeminente no distarbio
generalizado dentro do organismo que acompanha a idade avancada, porque o0
sistema cardiovascular é crucial para a sobrevivéncia de outros sistemas organicos®°.

Com o avanco da idade, as paredes do ventriculo esquerdo aumentam em
espessura, em grande parte por causa de um aumento no tamanho dos midcitos
ventriculares e um aumento na impedancia vascular, e isso ajuda a moderar o
aumento na tensdo da parede do ventriculo esquerdo. A densidade e a funcéo do
receptor muscarinico cardiaco também diminuem com o aumento da idade e podem
contribuir para a reducdo da variabilidade da frequéncia cardiaca e da atividade
barorreflexa observada em idosos. Os processos que levam a alteracdes estruturais
e funcionais celulares e estruturais da parede arterial, associadas a idade, séo
impulsionados por um microambiente pro-inflamatorio e inflamacdo de baixo grau,
mediado por fatores mecénicos e humorais. Esses processos ainda sao

impulsionados pelo estresse oxidativo®.
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O envelhecimento também afeta a resposta cardiaca ao estresse. No nivel
molecular, o processo de envelhecimento esta associado ao acumulo de proteinas e
organelas danificadas, parcialmente devido a defeitos nos sistemas de controle de
qualidade das proteinas. O acumulo de mitocdndrias disfuncionais e anormais € uma
importante caracteristica fisiopatolégica do processo de envelhecimento, que esta
associada a producédo excessiva de ERO’s®,

O coracédo tem metabolismo bastante aerdbio e € altamente dependente da
funcdo mitocondrial, uma vez que as mitocOndrias geram mais de 90% do ATP
intracelular consumido pelos cardiomidcitos. Estudo tem apontado a relevancia das
mitocondrias e do estresse oxidativo tanto no envelhecimento do coracdo quanto no
desenvolvimento de doencas cardiacas®?.

Assim como em outros tecidos, os principais locais de geracao de ERO’s nas
mitocdndrias de cardiomiécitos estéo localizados na cadeia de transporte de elétrons.
Em condicdes fisiologicas, uma quantidade variavel de oxigénio é convertida em O2
devido ao vazamento de elétrons principalmente dos complexos | e Ill. As SODs
convertem Oz em H202, que sera posteriormente neutralizado em Oz e H20. Além
disso, H202 pode ser convertida no radical OH", altamente reativo através de Fenton
e Haber- Reacbes de Weiss na presenca de ferro. Curiosamente, o contetdo de ferro
mitocondrial aumenta com o envelhecimento em diferentes tecidos, incluindo o
miocardio, o que pode exacerbar a geracdo de OH" e, portanto, o dano oxidativo. A
producdo continua de Oz na mitocondria leva a niveis aumentados de danos
oxidativos as proteinas mitocondriais, lipidios e DNA em organismos envelhecidos. A
frequéncia de mutacdes e dele¢des pontuais do mtDNA é aproximadamente 3 vezes
maior no coracdo de camundongos idosos em comparagdo com animais jovens®?.

O aumento de ERO’s e o acumulo de proteinas e organelas danificadas no
coracdo também ocorrem na presenca de hipertensédo e anormalidades metabdlicas,
que facilitam a senescéncia no coragéo®.

Os coracgdes envelhecidos exibem ainda caracteristicas histolégicas unicas.
Aumentos de apoptose e necrose, proliferacdo de nucleos de midcitos, aumento do
volume de miécitos e acumulo de tecido conjuntivo sdo frequentemente observados

no miocardio de animais idosos®3:64,
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1.1.2.1.7 Envelhecimento do musculo esquelético

O musculo esquelético € um tecido com alta susceptibilidade ao processo de
envelhecimento, afetado por alteracbes progressivas e deletérias associadas a
desorganizacéo estrutural e funcional inerente a senescéncia®.

O envelhecimento esta associado a déficits de forca relacionados a
fragilidade, perda de independéncia e deficiéncia fisica?®. A perda de forca muscular
relacionada a idade é conhecida como dinapenia, que leva ao comprometimento
funcional do sistema muscular esquelético e esta associada a diminuicdo do
desempenho fisico, enquanto a perda de massa muscular esquelética é referida como
sarcopenia, cuja etiologia pode ter fatores genéticos, fisiologicos e ambientais. Ambas
as condicOes estdo relacionadas a reducdo do desempenho muscular, levando a
intolerancia ao exercicio e comportamentos sedentarios®®.

O homem comeca a sofrer uma perda lenta e progressiva da massa muscular
esquelética com o envelhecimento, que é substituida, em grande parte, por tecido
conjuntivo fibroso e tecido adiposo. Em parte, esse declinio € decorrente da reducao
nos niveis de atividade. Além da perda da massa muscular e diminuicdo da forca
maxima, ocorre reducao dos reflexos musculares e perda da flexibilidade, associado
a um aumento relativo de fibras oxidativas lentas que parece ocorrer. Isso pode ser
atribuido a atrofia de outros tipos de fibras ou a sua conversdo em fibras oxidativas
lentas. Se este é um efeito do proprio envelhecimento ou se reflete, principalmente, a
atividade fisica mais limitada de pessoas idosas, permanece incerto?3,

Vérios fatores contribuem para a sacopenia, como mudancas em uma
variedade de horménios, onde essas alteragbes hormonais podem afetar os
processos anabdlicos e catabdlicos no musculo esquelético. As concentracfes
reduzidas de androgénio e estrogénio diminuem a massa e a forca muscular. Além
disso, estudo sugerem que a sarcopenia € um estado inflamatério impulsionado por
citocinas proé-inflamatorias e estresse oxidativo. O estresse oxidativo modula a
expressdo de fatores de transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NF-kB), que
potencializa as vias proteoliticas e aumenta a producdo de citocinas pro-
inflamatorias. O fator de necrose tumoral a (TNF- a) prejudica a sintese de proteinas
no musculo esquelético, alterando o inicio da traducédo, o que pode contribuir para a

sarcopenia®s,
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Com o avancar da idade, a producdo de espécies reativas de oxigénio
aumenta nos tecidos musculares, o que causa uma elevacdo continua do estresse
oxidativo no mausculo. Esse estresse oxidativo traz danos pela oxidacdo de
componentes celulares, como lipidios, proteinas e DNA. Evidéncias crescentes
sugerem que o estresse oxidativo afeta o metabolismo energético, a degradacéo de
proteinas e a apoptose no musculo por meio da regulacdo transcricional e pos-
traducado de proteinas-chave, o que resulta em perda de massa muscular e disfuncéo
metabdlica®’.

Por consumir grandes quantidades de oxigénio, os musculos esqueléticos
podem gerar grande quantidade de ERO’s, cujo acumulo € considerado um
determinante comum na perda tanto da quantidade quanto da qualidade muscular,
por diversos mecanismos. Em primeiro lugar, com o avancar da idade, as defesas
antioxidantes sdo comprometidas e o acumulo de ERO’S induz modificacdes pos-
transcricionais, que podem ser usadas como biomarcadores de estresse oxidativo,
como a nitragao e nitrosilacdo, carbonilacao e glicacdo. Em segundo lugar, as ERO’s
contribuem para a sarcopenia também aumentando a protedlise e diminuindo a
sintese de proteina muscular, levando a uma reducdo na quantidade de massa
muscular. Por outro lado, varios mecanismos, atuando na juncdo neuromuscular,
estdo envolvidos na reducdo da qualidade e forca muscular mediada por ERO’s.
Primeiro, as ERO’s reduzem a liberacdo de acetilcolina na fenda sinptica, o que pode
levar a uma falha na geracéo de um potencial de a¢éo pelo sarcolema. Além disso, 0
estresse oxidativo persistente pode alterar a morfologia da juncdo neuromuscular
causando reducdo na inervacéo e no numero de fibras. Ao mesmo tempo, o dano de
ERO'’s prejudica o acoplamento excitagao-contracéo, levando a uma menor liberacao
de célcio do reticulo sarcoplasmatico. Finalmente, ERO’s induzem modificagdo nas
estruturas de actina e miosina, reduzindo significativamente o ciclo da ponte cruzada
dentro do aparelho miofibrilar®®.

Em condigbes normais, os musculos esqueléticos mais velhos sdo mais
suscetiveis a producdo de ERO’S do que musculos jovens. Essa observacéao é
importante porque essas espécies podem aumentar a taxa de oxidacao de proteinas
e lipideos, bem como levar a oxidagdo do DNA. Além disso, os musculos esqueléticos
mais velhos sdo mais susceptiveis ao impacto e aos consequentes processos

inflamatérios que podem modificar a homeostase intracelular oxidante-antioxidante®.
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Pelos aspectos abordados, o estresse oxidativo surge como um dos
mecanismos envolvidos na patogénese do envelhecimento muscular. Assim, niveis
transitoriamente aumentados de dano oxidativo podem refletir um processo
potencialmente promotor de saude, enquanto um acumulo descontrolado pode ter

implicacdo patolégica’®.

1.1.3 Definicdo de sepse e aspectos epidemioldgicos

Mais da metade de todos os casos de sepse nos Estados Unidos ocorre em
adultos com mais de 65 anos. A incidéncia, gravidade da doenca e mortalidade
associadas a sepse sdo desproporcionalmente altas entre os idosos, onde o risco
relativo (RR) de desenvolver sepse € 13,1 vezes maior em idosos (intervalo de
confianca de 95% (IC), 12,6 a 13,6) em comparacdo com agueles com menos de 65
anos de idade, e os idosos tém 1,56 vezes mais probabilidade de morrer de sepse
(95% ClI, 1,52-1,61)"L.

A sepse é uma sindrome altamente complexa e letal com manifestacdes
clinicas altamente heterogéneas que dificultam sua deteccéo e tratamento. E também
um dos maiores e mais urgentes desafios de saude publica global. O consenso
internacional atual define sepse como uma disfuncdo organica com risco de vida,
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a uma infeccéo’?.

Ndo existem testes padrdo-ouro ou critérios diagnosticos para detectar
pacientes com sepse. Na suspeita clinica de infec¢ao, o diagndstico precoce da sepse
é crucial para reducao da mortalidade. Para isso sugerem-se o uso de critérios rapidos
do sistema de pontuacdo de disfuncdo organica (QSOFA; do inglés quick Sequential
Organ Failure Assessment Score). O escore qSOFA consiste em trés variaveis
clinicas: alteracao mental, pressao arterial sistélica menor que 100 mmHg (milimetros
de mercurio) e frequéncia respiratoria maior que 22 respiragfes/minuto. A pontuacao
varia de 0 a 3, e uma pontuacdo qSOFA positiva é definida como 2 ou mais pontos, 0
que indica a presenca de sepse®.

Para a confirmagé&o e seguimento do paciente com disfuncdo orgéanica, passa-
se a considerar a alteracéo de 2 pontos na pontuagéo total do sistema de pontuacao
de disfuncdo organica completo (SOFA; do inglés Sequential Organ Failure
Assessment Score). O escore SOFA foi projetado para descrever uma sequéncia de

complicagBes da doenca critica e ndo para predizer o desfecho, sendo baseado em
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seis pontuacbes diferentes, uma para cada um dos sistemas: respiratério,
cardiovascular, hepéatico, de coagulacéo, renal e neurologico, cada uma pontuada de
0 a 4 com uma pontuacéo crescente refletindo piora da disfuncéo organica, ou seja,
mais 6rgéos estdo lesionados pela resposta inflamatéria exacerbada’.

Em se tratando de caracteristicas epidemioldgicas, as altas taxas de
incidéncia e de mortalidade de sepse ndo mudaram nas ultimas décadas levando a
OMS a incluir a sepse nas prioridades de satude mundial’*. Nos Estados Unidos, a
incidéncia de sepse é de 300 casos a cada 100.000 habitantes, onde ¥ dos pacientes
que sdo hospitalizados acabam falecendo, sendo a maior causa de morte em
unidades de terapia intensiva (UTIs) ndo cardiacas’®. Nos pacientes que evoluem para
choque séptico, a mortalidade é de aproximadamente 50%. Outro estudo norte-
americano observou um aumento na incidéncia de sepse nos ultimos anos devido ao
envelhecimento da populacdo, doencas cronicas associadas, uso de
imunossupressores, transplantes, quimioterapias e procedimentos invasivos’®.

No Brasil, foi conduzida a pesquisa BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological
Study) entre maio de 2001 e janeiro de 2002 onde incluiu 1.383 individuos
diagnosticados com sepse, 0s quais foram admitidos em trés UTIs paulistas e em duas
unidades catarinenses. Os dados obtidos indicaram elevada incidéncia da doenca —
aproximadamente, 57 casos a cada 1000 atendidos diariamente — além de altas taxas
de mortalidade, em torno de 34% para sepse e 47% para sepse grave’’.

De acordo com o relatério nacional elaborado pelo Instituto Latino Americano
de Sepse e publicado em julho de 2015, envolvendo individuos sépticos admitidos em
116 centros de atendimentos desde o ano de 2005, exatamente 27.854 pessoas foram
diagnosticadas com a doencga, com predominéancia do género masculino (51,7%) e
individuos entre a fase adulta e idosos (61,1+21,6 anos). Dentre o total avaliado, 61%
dos individuos apresentaram sepse grave e a taxa de mortalidade encontrada foi de
43,9%"8,

Um estudo mais recente, SPREAD (Sepsis Prevalence Assessment
Database), relatou uma incidéncia de sepse em UTIs de 36.3/1000 pacientes-dia com
mortalidade de 55,7%. Neste estudo, a elevada mortalidade esteve associada a baixa
disponibilidade de recursos e a terapia utilizada. O mesmo estudo mostra que na
regido Sul do Brasil a taxa de mortalidade chega a 57,8%7°.

Além da elevada prevaléncia e morbiletalidade, os custos diretos estimados

em pacientes com sepse sao cerca de seis vezes maiores quando comparados a
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pacientes sem sepse, constituindo um preocupante problema para os servicos de
salde, em particular nos paises em desenvolvimento’®>. Sogayar et al. 2008,
descreveram em um estudo prospectivo com 524 pacientes com sepse em 21 UTIs
localizadas em hospitais publicos e privados do Brasil, um custo médio total de US$
9.632,00 por paciente, sendo estes significantemente mais elevados em pacientes
que evoluiram a 6bito®0.

Mesmo com 0s avangos na antibioticoterapia e no manejo de cuidados
intensivos da sepse, a faléncia de multiplos érgdos com morbidade e mortalidade
continua elevada, sendo que o0s piores resultados estdo associados ao
envelhecimento®l. Embora avancos significativos tenham sido feitos em emergéncia
e cuidados intensivos, a mortalidade pode variar de 12,1 a 25,6% na sepse grave a
30 a 50% no choque séptico. O aumento da idade é um fator de risco independente
para sepse grave e mortalidade relacionada. A residéncia em lar de idosos, um
provavel marcador de fragilidade e multiplas comorbidades, também foi associada a
um risco aumentado de sepse grave e morte em idosos, sendo que as infecgbes
respiratérias, infecgcbes da corrente sanguinea e infec¢des geniturinarias sdo as
causas subjacentes mais comuns de sepse em idosos’L.

Apesar do elevado investimento financeiro, a mortalidade decorrente da sepse
se apresenta em altos indices e os resultados terapéuticos continuam insuficientes’s;
assim, a busca no entendimento da fisiopatologia da doenca e abordagem terapéutica

possui grande importancia®.

1.1.4 Fisiopatologia da sepse

Nas ultimas décadas, pesquisas substanciais aumentaram a compreenséo da
fisiopatologia da sepse. Se sabe que a resposta imune frente ao agente infeccioso
induz uma grave disfuncdo macro e microcirculatoria que leva a uma hipoperfusao
global profunda, causando les6es em multiplos 6rgaos. Consequentemente, pacientes
com sepse podem apresentar disfuncdo de praticamente qualquer sistema,
independentemente do local da infeccdo. Os 6rgdos mais frequentemente afetados
sao rins, figado, pulmdes, coracédo, sistema nervoso central e sistema hematoldgico.
Essa faléncia de multiplos 6rgéos € a marca registrada da sepse e determina o curso

do paciente desde a infeccéo até a recuperacéo ou morte’?.
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Uma outra fase ainda mais grave na evolucdo da sepse € chamada de choque
séptico. Nessa fase o paciente encontra-se em estado de hipotenséo persistente apos
a reposicéo volémica. Os critérios para essa classificagdo sdo, necessidade do uso
de vasopressores para manter a pressao arterial média igual ou superior a 65mmHg,
associado ao aumento dos niveis de lactato sérico acima de 18 mg/dL, independente
do volume de reposicao volémica. Pacientes com esta clinica tem um acréscimo de
40% na mortalidade hospitalar®2.

A patogénese da sepse inclui infecgdo por bactérias gram-negativas e gram-
positivas, fungos ou ambos; resposta inflamatéria exacerbada; hipotensdo, com
potencial para causar choque vasodilatador; e menor entrega de oxigénio aos tecidos
devido ao comprometimento da utilizacdo de oxigénio pelas células. Esse
comprometimento possui relacdo com a formacgéo das espécies reativas como NO,
ONOO-, Oz, H202, e o radical OH". Além disso, a superproducéo de NO devido a
atividade da o6xido nitrico sintase induzivel (INOS) tem sido associada a efeitos
prejudiciais, como vasodilatacdo geral e hipo-responsividade a agentes
vasoconstritores terapéuticos®*.

O desequilibrio oxidativo foi demonstrado em varios estudos de sepse.
Takeda et al, em um estudo inicial, encontraram um nivel elevado de substéancia
reativa ao &cido tiobarbitirico em pacientes sépticos, sugerindo aumento da
peroxidacao lipidica. Niveis diminuidos de antioxidantes também foram detectados.
Cowley et al, descobriram que os sobreviventes da sepse tinham maior potencial
antioxidante do que os ndo sobreviventes e também que ele foi rapidamente
aumentado para nhiveis normais ou supranormais. Em dois outros estudos
observacionais prospectivos, a capacidade antioxidante total foi correlacionada com o
escore do Sistema de Classificacdo de Fisiologia Aguda e Saude Crénica Il (APACHE
Il do inglés: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il) e a presenca de uma
maior deficiéncia antioxidante correlacionada com mortalidade. Esta deficiéncia foi
fortemente indicada por dois marcadores, niveis de GSH e atividade CAT em
eritrocitos, e persistiu no tempo. Niveis mais baixos de vitamina C no plasma foram
detectados em pacientes com faléncia de multiplos érgdos. Os mecanismos
prejudiciais do aumento do nivel de oxidantes na sepse incluem a modificacdo de
proteinas, lipidios e acidos nucléicos que contribuem para a lesao celular e disfungéo

endotelial. Além disso, o comprometimento do glicocalice e das juncdes celulares
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entre as células endoteliais leva ao aumento da permeabilidade vascular, uma pedra
angular do desenvolvimento da sepse®.

A faléncia de 6rgédos induzida pela sepse € multifatorial, pois h4 uma interagéo
entre o patdgeno e o sangue em nivel microcirculatorio. A fisiopatologia da sepse inclui
funcdo prejudicada de células epiteliais, células endoteliais e células do sistema
imunologico. Durante a disfuncéo organica ocorrida na sepse, a superproducéo de
oxidantes € um dos fatores que contribuem para a toxicidade celular e, em ultima
instancia, para a faléncia e mortalidade dos 6rgdos. Mecanismos deletérios de
aumento do nivel de oxidantes na sepse incluem modificacdo de proteinas,
peroxidacao lipidica contribuindo para dano celular e disfuncdo endotelial. As ERO’s
sdo produzidas principalmente pelo complexo fagocitico NADPH oxidase ativado
durante a fagocitose. ERO’s importantes na patogénese da sepse incluem o H202, Oz
e OH-. Estudo relatou que o nivel de MPO no plasma estavam aumentados em
pacientes com sepse. No entanto, as atividades plasmaticas de SOD e CAT foram
significativamente atenuadas nos pacientes com sepse em comparagdo com oS
controles. Além disso, foi observada relacdo inversa entre enzimas antioxidantes
(SOD e CAT) e avaliacao de faléncia de 6rgaos (SOFA), escore fisiologico (APACHE
II), marcadores especificos de toxicidade de o6rgdo, conforme demonstrado pelo
coeficiente de correlacdo de Pearson. Este estudo destaca que o desequilibrio entre
oxidante e antioxidante desempenha um papel fundamental na gravidade da sepse e
aponta ainda que ha uma deficiéncia de antioxidantes em pacientes ndo sobreviventes
com sepse grave e em sobreviventes de sepse um aumento do nivel de
antioxidantes?®®.

Em um estudo anterior, que comparou a permeabilidade da barreira
hematoencefélica (BHE) e o dano em estruturas cerebrais desenvolvidas pelo
estresse oxidativo de ratos jovens e velhos 24h apds a inducéo da sepse por CLP, os
achados indicam que o envelhecimento potencializou a permeabilidade BHE na
sepse, assim como o dano nas estruturas cerebrais do estudo®’.

Na fisiopatologia da sepse, ha envolvimento de respostas geradas pela
inflamacgé@o exacerbada, como isquemia tecidual, lesdo citopéatica por mediadores
inflamatérios e ERO’s. Desse modo, ocorre lesdo endotelial difusa, trombose
microvascular, ruptura das juncdes das ceélulas endoteliais gerando dano tecidual e

organico. A combinacéo desses mecanismos contribui para a disfuncédo organica®®.
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1.1.5 Disfuncao de 6rgaos na sepse

A conferéncia de consenso de definicoes de sepse patrocinada pelo American
College of Chest Physicians / Society of Critical Care Medicine identificou a entidade
da sindrome de disfuncéo de multiplos 6rgdos (MODS) como a presenca de alteracao
da funcdo organica em pacientes sépticos agudamente enfermos, de modo que a
homeostase ndo pode ser mantida sem intervencao. Existem véarias pontuacdes para
avaliar a gravidade dos danos ao sistema de 6rgdos. A pontuagdo predominante no
uso atual € o SOFA, além dos escores da APACHE versdo Il e lll, escore de disfuncdo
de multiplos 6rgaos (MOD) e escore de disfuncéo organica logistica (LOD) sdo apenas
alguns exemplos®.

Em determinados pacientes, embora ocorra o controle dos microrganismos no
foco infeccioso, por diferentes motivos a resposta imune se torna descontrolada, e os
mediadores quimicos que deveriam ter acdo local, passam a gerar resposta sistémica
que levam a disfuncdo organica, o que caracteriza a sepse®. A liberacéo in locu de
citocinas pré-inflamatérias, como a proé-interleucina IL-1B, TNF-a, interferon gama
(IFN-y) e a interleucina-6 (IL-6), € muito importante para o estimulo do recrutamento
de leucécitos para o foco infecioso, onde acontece a fagocitose, com liberacdo de
radicais livres, processo este importante para o controle dos patdégenos. Todavia, na
sepse, mesmo ocorrendo o controle dos microrganismos no local inicial da infeccao,
a resposta inflamatéria gerada pelo hospedeiro é capaz de causar dano tecidual em
6rgéos diferentes do acometido pelo infeccdo®.

A maioria das bacteremias nao evolui para sepse: as bactérias sédo eliminadas
da corrente sanguinea. O oxigénio liberado pelos eritrécitos e a imunidade humoral
matam as bactérias na corrente sanguinea. A sepse se desenvolve se as bactérias
sdo resistentes a oxidacdo e proliferam nos eritrécitos. As bactérias provocam a
liberacdo de oxigénio dos eritrocitos para o sangue arterial. A liberacdo abundante de
oxigénio para o plasma desencadeia uma cascata de eventos que causam: 1. falha
no fornecimento de oxigénio para as células; 2. oxidagdo dos componentes do plasma
que prejudica a regulacdo humoral e inativa os complexos imunes; 3. coagulagao
intravascular disseminada e faléncia de multiplos 6rgdos®?.

A resposta imune induz uma grave disfungcdo macro e microcirculatéria que
leva a uma hipoperfusdo global profunda, causando lesées em multiplos 6rgéos.

Consequentemente, pacientes com sepse podem apresentar disfuncdo de
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praticamente qualquer sistema, independentemente do local da infeccdo. Essa
faléncia de multiplos 6rgédos € a marca registrada da sepse e determina o curso do
paciente desde a infeccdo até a recuperacdo ou morte’.

A pedra angular dos danos aos 6rgéos induzidos pela sepse é a instauracéo
e perpetuacdo de uma incompatibilidade entre a perfusao e os requisitos metabdlicos
dos tecidos. Diversas alteracdes ocorrem simultaneamente no leito vascular sistémico
em pacientes com sepse, a permeabilidade capilar € aumentada, comprometendo o
volume vascular efetivo e, portanto, a perfusdo sistémica. No choque séptico o
musculo liso vascular ndo consegue se contrair com o estimulo neuro-hormonal,
resultando em uma profunda vasodilatacdo arterial e venosa sistémica que reduz o
gradiente de pressao necessario para o retorno venoso e, subsequentemente, diminui
o0 débito cardiaco. A disfuncdo endotelial induzida por inflamacdo parece estar
associada a uma superexpressdo da iINOS. A subsequente producdo excessiva de
NO induz diretamente ao relaxamento e hiperpolarizacédo das células musculares lisas
vasculares, evitando sua resposta a vasoconstritores e, portanto, perpetuando a
hipotensdo’.

A hipotensdo arterial é a caracteristica mais comum de disfuncdo
cardiovascular em pacientes com sepse. Os principais fatores que contribuem para a
fisiopatologia de hipotenséo arterial sdo hipovolemia, reducdo do tbnus vascular e
depressao miocardica, que pode ser grave e esta associado a diminuicdes globais nas
fracOes de ejecao ventricular direita e esquerda. A apresentacéo clinica predominante
em pacientes com disfuncado cardiovascular associada a sepse € a baixa tolerancia a
administracdo de fluidos, que estd associada a baixa saturacdo do oxigénio venoso
central®®.

Apés a ressuscitacdo de volume ou iniciacdo de vasopressores, 0 retorno
venoso aumenta e os pacientes entram em um perfil hiperdindmico caracterizado por
alto débito cardiaco e baixa resisténcia vascular sistémica. Essa resposta, entretanto,
é frequentemente acompanhada por uma funcado miocéardica deprimida. Citocinas proé-
inflamatorias, como interleucina-18 (IL-1B) e IL-6, deprimem a contratilidade dos
cardiomidcitos e induzem a expressao da molécula-1 de adeséao de células vasculares
(VCAM-1) no endotélio coronario, que medeia infiltracdo de neutréfilos no miocérdio.
E importante ressaltar ainda que o NO exacerba a disfun¢éo mitocondrial, diminuindo
a utlizacdo de oxigénio do miocardio, perpetua a liberacdo de citocinas pro-

inflamatérias e diminui a regulacéo dos receptores B-adrenérgicos’.
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Alteracbes na microcirculacdo tém um papel importante na perpetuacédo da
lesdo do 6rgdo, mesmo apds a restauracdo das anormalidades hemodinamicas.
Varios mecanismos podem explicar essa falha microcirculatéria. A disfuncdo
endotelial e a superexpressao da lesédo da INOS ndo sdo homogéneas em todos 0s
orgaos, causando desvio do fluxo e hipoperfusdo nos tecidos subexpressos. Esta
situacdo € agravada pela oclusdo dos vasos terminais da circulagcdo devido a
diminuicdo da deformabilidade dos eritrcitos induzida pela sepse, maior
agregabilidade plaquetaria e formacao de microtrombos. Além disso, o NO tem um
papel fundamental no comprometimento da utilizacdo do oxigénio celular.
Independentemente da restauracdo da perfusdo tecidual adequada ou do
fornecimento de oxigénio, o NO inibe a respiracdo mitocondrial ao interromper a
cadeia respiratéria, que esgota o ATP e causa disfuncéo celular e leséo de 6érgéos’.

A sepse afeta o pulmdo de forma indireta. A infeccdo sistémica precipita
respostas inflamatérias globais com elevacdes de citocinas e quimiocinas circulantes
e teciduais, bem como o recrutamento e a proliferacdo de células leucociticas para os
tecidos afetados. A leséo causada pelo agente infeccioso combinada com a resposta
do corpo a ele cria um estresse oxidativo macico, muitas vezes levando a sindrome
do desconforto respiratério agudo (SDRA), episédios de hipdxia e a necessidade de
suporte respiratério e terapias de oxigénio elevadas*!.

No pulmé&o a sepse é a causa mais comum da SDRA e 40% dos pacientes
com sepse ou choque séptico a desenvolvem. A SDRA é caracterizada por uma
insuficiéncia respiratoria aguda com infiltrados pulmonares difusos causados por lesao
alveolar e um aumento da permeabilidade vascular pulmonar a fluidos ricos em
proteinas. Embora sua etiologia ainda ndo seja totalmente compreendida, estudos tém
mostrado que esta lesdo da barreira alveolar € mediada por citocinas pré-inflamatérias
- como TNF-a ou IL-1B - a disfuncdo da barreira endotelial disseminada, ativacao
plaguetaria com microtrombos formacao e formacao de armadilhas extracelulares de
neutrofilos. Este edema e dano alveolar aumentam o espaco morto fisiolégico,
prejudicando as trocas gasosas e causando hipoxemia e hipercapnia graves. A
gravidade do quadro € avaliada pela relacdo entre a pressdo parcial de oxigénio
arterial e a fracdo inspirada de oxigénio (PaO2/FiO2), bem como os parametros
ventilatorios mecanicos exigidos pelo paciente. A mortalidade entre aqueles com

SDRA é alta, variando de 35 a 46%. Além disso, aqueles com SDRA relacionada a
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sepse apresentam maior mortalidade em 60 dias do que aqueles com SDRA causada
por qualquer outro motivo”2.

A hipoxemia é evidenciada clinicamente como hiperventilacdo, que pode levar
a uma baixa PaCO:. A alcalose respiratoria resultante pode ser ampliada se houver
também acidose metabdlica®3.

A inflamacao e o estresse oxidativo sGo mecanismos criticos que contribuem
para a lesdo pulmonar aguda (LPA) induzida por sepse. In vivo, um modelo de LPA
induzido por CLP foi estabelecido em ratos onde foi observado um aumento induzido
por sepse na permeabilidade endotelial pulmonar, na atividade da MPO nos tecidos
pulmonares, na producao de fatores inflamatérios séricos e no acumulo de células
inflamatdrias no fluido de lavagem broncoalveolar. Além disso, houve uma diminuigao
na SOD pulmonar e aumento nos niveis de dano em lipidios pulmonar nos ratos CLP
comparados aos ratos CLP que receberam tratamento com um possivel
antioxidante®4.

O sistema renal € outro alvo comum da disfungdo organica progressiva
provocada pela sepse. A sepse é o fator contribuinte mais comum para lesao renal
aguda (LRA) em pacientes gravemente enfermos, e mais da metade dos pacientes
com sepse ou choque séptico a desenvolve. A LRA é definida como um aumento da
creatinina sérica = 0,3 mg/dl em 48 horas, aumento de 50% da linha de base em 7
dias ou débito urinario <0,5ml/kg/h por mais de 6 horas. Pacientes com LRA associada
a sepse tém 62% e 36% maior risco de mortalidade hospitalar em comparacdo com
agueles com sepse sem LRA e aqueles com LRA ndo associada a sepse,
respectivamente®.

A hipoperfusao renal levando a necrose tubular aguda tem sido o paradigma
na sepse, mas as evidéncias atuais sugerem um papel ainda mais importante da
microcirculacdo local e dos sinais inflamatorios, incluindo lesdo de isquemia-
reperfuséo, estresse oxidativo e apoptose tubular. Além disso, o tratamento da sepse
também pode contribuir para a LRA pelo uso de drogas nefrotdxicas e ressuscitacao
fluida excessiva ou menos fisiologica. A sobrecarga de volume aumenta a presséo
venosa central, o que também aumenta a pressao vascular renal, causando edema
de 6rgdo subsequente, aumento da pressao intracapsular e diminuicdo da taxa de
filtracdo glomerular’?,

A disfuncédo renal na sepse se apresenta clinicamente como oliguria que

geralmente é secundario ao choque séptico. Outros fatores também podem contribuir
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para a disfuncéo renal, incluindo efeitos adversos de antibiéticos nefrotdxicos (por
exemplo, aminoglicosideos) ou exposicdo a corantes de contraste que sdo usados
para imagens. Aumentos na uréia sérica (ou nitrogénio da uréia sanguinea) e
creatinina sdo comuns, e até mesmo um pequeno aumento na concentracao de
creatinina esta associada a piores desfechos em pacientes criticamente enfermos®:.

Além dos Orgados até o momento citados e o seu envolvimento na
fisiopatologia da sepse, o figado esta longe de ser um espectador na sepse: € um
regulador do processo inflamatorio e um alvo da resposta do hospedeiro. A funcao
hepatica alterada na auséncia de uma anormalidade estrutural hepatobiliar € comum
na sepse e é relacionada aos efeitos deletérios de patdégenos, toxinas e ou citocinas.
As anormalidades na funcdo hepatica séo refletidas principalmente por um aumento
nos niveis de bilirrubina ou transaminases, embora essas substancias possam
também ser liberadas por outros 6rgaos, como 0s musculos. A lesdo hepatica tem um
efeito substancial sobre o desfecho na sepse, devido principalmente a alteracdes
bacterianas ou depuracdo de LPS, por aumentar a liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias que promovem disfuncédo de 6rgéos distais (como a lesdo pulmonar)®s.

Quando expostas a LPS, as células de Kupffer aumentam a liberacao de IL-
18, IL-6 e TNF-a. Em resposta as citocinas pré-inflamatérias, os hepatdcitos liberam
proteinas de fase aguda (APPs) na circulacdo sistémica, com efeitos pré-inflamatérios
e anti-inflamatérios generalizados. Assim, foi levantada a hipétese de que os
hepatécitos, via APPs, tém um papel central no equilibrio da resposta imune na sepse,
evitando um estado inflamatorio excessivo ou imunossuprimido. Este papel regulador
ganha importancia quando se considera que até 46% dos pacientes com sepse tém
disfuncdo hepatica concomitante e tem sido associada a uma mortalidade maior em
28 dias®.

Sabendo que a sepse € uma resposta sistémica a infeccao e que pode ainda
resultar em estresse oxidativo e consequentemente entre os alvos o dano esplénico
agudo, um estudo que avaliava a acdo antioxidantes e anti-inflamatorias do
hidroxitirosol (HT) apontou atividades distinguidas no tecido esplénico apds resposta
séptica mediada por LPS. Os resultados obtidos demonstram que a administragédo de
HT aumentou a taxa de sobrevivéncia dos camundongos, inibiu a incidéncia de dano
oxidativo no tecido esplénico por meio da diminuicéo da lipoperoxidacao e do aumento
das enzimas antioxidantes, nomeadamente glutationa, SOD e CAT. A HT também
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diminuiu os niveis de MPO. Além disso, a HT atenuou a infiltracdo de células imunes
ativadas e leséo de tecido apés a injecédo de LPS?’,

A insuficiéncia de 6rgdos vitais induzida pela sepse ameaca a sobrevivéncia
do paciente, no entanto a recuperacdo a meédio e longo prazo também € prejudicada
pela disfuncéo persistente de orgdos cruciais, tradicionalmente considerados nao
vitais, como o0 musculo esquelético. A fraqueza adquirida na UTI é uma consequéncia
clinica reconhecida da disfuncdo mitocondrial do musculo esquelético, que ocorre
simultaneamente nos musculos respiratorios e locomotor, e que sem duavida, contribui
para pior prognéstico em médio e longo prazo em pacientes com choque séptico®,

A atrofia € uma caracteristica classica de uma série de doencas que afetam o
musculo esquelético, variando do envelhecimento (sarcopenia) e doencas criticas
como a sepse. A atrofia muscular observada através da reducao da area de seccédo
transversal da fibra muscular gera, portanto, uma reducéo na producédo de forca, que
se manifesta como fraqueza muscular e capacidade reduzida de exercicio®.

As citocinas inflamatérias, como o TNF-a, desempenham um papel importante
na perda muscular também mediada pela geracdo de EROs. O TNF-a circulante
elevado € um fator chave na perda significativa de proteina total ~ 16%, que ocorre ao
longo de um periodo de 3 semanas em pacientes com sepse grave. Além disso,
modelos experimentais de sepse em roedores demonstraram que a sintese de
proteinas estd reduzida, associada a interrupcao da fosforilagdo da quinase s6
ribossomal de uma maneira dependente de TNF-a®°.

1.1.6 Modelo animal de sepse

Modelos animais empregados na pesquisa permitem a replicacdo de
condicbes fisiopatoldgicas visualizadas em humanos, desempenhando um papel
crucial na area cientifica'®. Apesar de alto custo e envolver o bem estar do animal, os
modelos cirargicos sdo os mais relevantes, ja que uma quantidade significativa de
casos de sepse é resultado de infeccdo adquirida durante a cirurgia invasivat0t192,

Um dos modelos utilizados é a de ligacéo e perfuracéo cecal (CLP), onde
é feito uma ligacao intestinal seguida de uma perfuragdo no ceco com uma agulha a
modo de vazar o material fecal na cavidade abdominal induzindo a peritonite'®3. A
utilizacdo de meios cirtrgicos para a inducéo de sepse se mostra mais relevante, pois

criam um foco infeccioso especifico que pode disseminar ou causar uma resposta
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imune sistémica, simulando com mais confiabilidade a fisiopatologia visualizada em
humanos!93:104,

Frente a isso, 0 modelo de indugcédo CLP é considerado a base da pesquisa
da sepse, pois 0 mesmo deve mimetizar a ocorréncia de hipotensao, vasodilatacao,
funcao cardiovascular, resposta ao tratamento e mortalidade vistas em pacientes com
sepse. Além disso, o CLP recria a liberacdo progressiva de mediadores pro-
inflamatérios. Portanto, CLP € considerada um dos modelos clinicamente mais

relevantes de sepsel®.

1.1.6.1 Ligacéo e perfuracéo cecal (CLP)

Para estudar a fisiopatologia da sepse, diversos modelos animais foram
desenvolvidos. Sepse polimicrobiana por CLP é o modelo mais frequentemente
utilizado, pois se assemelha a evolucgédo e as caracteristicas da sepse humanal®®,

A técnica de CLP foi implementada pelo grupo de I.H Chaudry ha mais de 30
anos. Baseia-se na ligacdo do ceco abaixo da valvula ileo-cecal, seguido de uma
perfuracdo do ceco, permitindo o vazamento do material fecal para a cavidade
peritoneal. Subsequentemente, os animais desenvolvem sintomas tipicos de sepse e
com mortalidade similar ao que ocorre em UTIs'%. Como o ceco exibe uma elevada
carga bacteriana, a perfuracdo deste local resulta em peritonite polimicrobiana,
translocacdo de bactérias para o sangue (bacteremia), choque séptico, disfuncao de
multiplos 6rgéos e, por fim, mortel%,

A técnica de CLP alcancou sua popularidade por causa de sua facilidade,
reprodutibilidade e semelhanca com a doenca humana. Mais uma vantagem do
modelo é a possibilidade de controlar a mortalidade, o grau de contaminacgéo
bacteriana, a severidade da doenca, pelo ajuste do tamanho da agulha ou pela
quantidade de perfuracées realizadas no ceco'®’.

Considerando que sepse € um grande problema em UTIs com alta incidéncia
e altas taxas de mortalidade, o modelo de CLP é uma das melhores representacdes
da sepse humana e fez importantes contribuicbes para o conhecimento dos
componentes inflamatorios envolvidos na sepse e na identificagdo de novos alvos
terapéuticos. Considerado o modelo de CLP padréo ouro da sepse'®.

Sendo assim, na medida que a populagcédo adulta continua a envelhecer e se

transformar na populacéo idosa, os problemas relacionados com a idade avangada
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continuardo a crescer em propor¢des iguais, assim como o risco de infec¢do. Por isso
sdo necessarios estudos adicionais para avaliar a fisiopatologia da sepse nesta
populacdo especial que é comumente afetada por infec¢des, e assim melhor conhecer
esse grupo etario, ja que se trata de uma populacdo com identificagdo propria, com
modificacdes corporais desde o nivel sistémico a niveis moleculares, inevitaveis e que
precisa de cuidados e atencéo especial.

A sepse e o proprio envelhecimento estdo relacionados ao estresse oxidativo
e a disfuncdo mitocondrial. Nas pesquisas em bancos de dados nédo foi encontrado
pesquisas que abordassem a intima interrelacdo do comprometimento das estruturas
periféricas hum organismo biolégico atacado pela sepse e cronologicamente velho

acometido das alteracdes intrinsecas inerentes do processo de envelhecimento.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o estresse oxidativo em multiplos 6rgdos em ratos velhos comparado

a jovens em modelo animal de sepse polimicrobiana por CLP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade da mieloperoxidase em multiplos érgaos de ratos velhos
submetidos a CLP.

e Avaliar o dano oxidativo em lipidios em multiplos 6rgdos de ratos velhos
submetidos a CLP.;

e Avaliar o dano oxidativo em proteinas em multiplos 6rgdos de ratos velhos
submetidos a CLP.;

¢ Avaliar o nivel de SOD e CAT em multiplos érgéos de ratos velhos submetidos
a CLP.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental com modelo animal de sepse polimicrobiana severa em

ratos adultos e ratos velhos, pelo método de CLP.

3.2 ANIMAIS

Para as analises foram utilizados ratos Wistar machos adultos (02 meses, 220-
310g) e velhos (07 meses, 360 — 4659)%". Os animais foram provenientes do biotério
da Universidade Federal de Santa Catarina e alojados no biotério da Universidade do
Sul de Santa Catarina, em caixas de polipropileno de dimensdes adequadas, com
maravalha, em ambiente climatizado (22°C + 2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas
controlado por timer, recebendo agua e dieta padrdo ad libitum durante todo o periodo

de experimento.

3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Os animais foram agrupados de acordo com a idade cronolégica em grupos
de ratos adultos com 02 meses (60d) e ratos velhos com 07 meses (210d)8’ de vida
sendo que os grupos foram randomicamente subdivididos em: sham 60d, sham 210d,
CLP 60d e CLP 210d, contendo n=10 por grupo experimental.

3.3.1 Inducao da sepse por ligacéo e perfuracao cecal

A sepse intra-abdominal foi produzida usando a técnica CLP1% para indugdo
de sepse gravel®. Os ratos foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg), e submetidos a laparotomia com incisdo mediana abdominal. O ceco foi
exposto, ligado com fio seda 3-0 na metade de seu comprimento abaixo da juncao
ileo-cecal, perfurado uma vez com uma agulha de calibre n°® 14 e gentiimente
comprimido até a extrusao de conteudo fecal. Os planos cirtrgicos foram fechados e
0s ratos observados por 2 horas. Imediatamente apds o procedimento, todos os

grupos receberam solucao salina (50 mL/kg), dipirona (80 mg/kg) e ceftriaxona (30
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mg/kg) por via subcuténea (S.C.) sendo os dois ultimos administrados novamente 12
horas apds a cirurgia. Como controle, foram avaliados animais submetidos a

laparotomia, porém sem ligacdo ou perfuracéo cecal (animais sham).

3.3.2 Coleta das amostras biolégicas

Para coleta das amostras, apdés os experimentos todos os animais foram
eutanasiados obedecendo as disposi¢fes da Resolucdo niumero 1000 do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), de 20/06/2002, e ocorreram de forma indolor
e assistida, por overdose de tiopental (0,5 g/Kg) e decaptacao por guilhotina para
coleta das amostras bioldgicas 24 horas ap6s CLP. Imediatamente foi iniciado o
procedimento para a retirada dos pulmdes, rins, figado, baco, coracdo, musculo
quadriceps direito e diafragama, que foram cuidadosamente dissecados,
armazenados em tubos do tipo Eppendorf® e mantidos sob refrigeracdo em freezer -

80°C até posterior analise.

Figura 2 - Fluxograma do desenho experimental.
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3.4 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.4.1 Avaliagéo da atividade da mieloperoxidase

A atividade da MPO foi utilizada como indicativo do infiltrado de neutrofilos
tecidual'!®. Neste sentido, as amostras foram homogeneizadas em 0.5% de brometo
de hexadeciltrimetilambnio e centrifugadas. A suspensdo foi homogeneizada
manualmente até a obtencdo do sobrenadante. Uma aliquota do sobrenadante foi
misturada com uma solucao de 1,6 mM tetrametilbenzidina (TMB) e 1 mM H202. A
atividade da MPO foi mensurada espectrofotometricamente em 650 nm a 37 °C. Os

resultados foram expressos como mU/mg de proteinat!?,

3.4.2 Avaliacao de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

A formacédo de TBARS durante uma reacdo acida de aquecimento foi utilizada
como marcador de peroxidacéo lipidica?. Resumidamente, as amostras foram
misturadas com 1 mL de &cido tricloroacético a 10% e 1 mL de &cido tiobarbiturico
0,67%, e, em seguida, aquecidas em banho de 4gua fervente a 100 °C durante 30
minutos. TBARS foram determinadas pela absorbancia a 535 nm, utilizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como padrdo externo. Os resultados foram expressos como

equivalentes de malondialdeido (MDA)/mg de proteina.

3.4.3 Avaliacéo da carbonilagao proteica

O efeito do estresse oxidativo em proteinas foi avaliado por meio da
determinacdo de grupos carbonil baseado na reacdo com dinitrofenilhidrazina.
Resumidamente, as proteinas foram precipitadas por adicdo de acido tricloroacético
a 20% e dissolvidas em dinitrofenilhidrazina, e a absorbancia foi aferida em 370 nm.
Os resultados foram expressos em concentracdo de proteinas carboniladas/mg de

proteinats,
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3.4.4 Determinacdo da atividade da superoxido dismutase

A atividade enzimética da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacéo
da adrenalina. As amostras teciduais foram homogeneizadas em 1 mL de tampé&o
glicina e centrifugadas por 10 min em 3000 rpm, em temperatura ambiente. O reagente
branco foi preparado a partir da mistura de 10 pL de CAT na concentracdo de 0,0024
g/mL com 970 pL de tampé&o glicina a 32 °C. Apoés, foi adicionada a quantidade de 17
pL de adrenalina 60 mM. A leitura do reagente foi realizada a cada 10 segundos,
durante 180 segundos, a fim de determinar a curva de calibracdo. Este processo foi
repetido apds a leitura de quatro amostras e sempre que houve a troca de reagentes.
As amostras foram preparadas a partir da mistura de 10 pL de CAT 0,0024 g/mL, 3,5
ou 7 puL de amostra e 970 pL de tampéo glicina a 32 °C. A leitura da amostra foi
realizada a cada 10 segundos, durante 180 segundos. As leituras foram realizadas
em espectrofotbmetro de lampada de deutério, em cubetas de plastico, a 480 nm. A

atividade da SOD foi expressa em U de SOD/mg de proteinall4.

3.4.5 Determinacdo da atividade da catalase

A atividade enzimatica da CAT é diretamente proporcional a taxa de
decomposicao do H202. A reacdo utiliza o método que emprega H202 que deve ser
convertido pela CAT em H20 e 0215, As amostras teciduais foram homogeneizadas
em 1 mL de tampao catalase e centrifugadas por 10 min em 3000 rpm, em temperatura
ambiente. O reagente branco foi preparado a partir da mistura de 100 pL de
sobrenadante da amostra com 1 mL de tampdo CAT e foi utilizado para zerar o
espectrofotometro. O reagente amostra foi preparado a partir da mistura de 100 uL de
sobrenadante da amostra com 1 mL de tampao CAT contendo H202 (25 mL de tampé&o
CAT e 400 pL de Hz20:2, protegido da luz). A leitura da amostra foi realizada em
espectrofotometro de lampada de deutério, em cubetas de quartzo, a 240 nm, nos
tempos 0, 30 e 60 segundos. A atividade da CAT foi expressa em U de CAT/mg de

proteina.
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3.4.6 Determinacdo de proteinas totais

Os resultados das analises bioquimicas foram normalizados com a quantidade
de proteinas avaliada de acordo com o método descrito por Lowry e colaboradores?!?®.

3.5 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

A andlise estatistica dos dados e a elaboragéo dos gréficos foram realizadas
no programa estatistico GraphPad Prism® versédo 8. Os dados foram expressos pela
meédia £ desvio padrdo e analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA) e

teste post hoc Tukey com nivel de significAncia de 95% (p<0,05).

3.6 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Os experimentos foram realizados apdés a aprovagdo do protocolo pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa
Catarina — UNISUL sob o numero do protocolo (16.013.5.05.1V.) e foram realizados
seguindo as diretrizes atuais para o cuidado de animais de laboratorio e as diretrizes
éticas para investigacdes de dor experimental em animais conscientes, respeitando
0s principios da lei Arouca - Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de

Animais para fins cientificos e didaticos - DBCA-2016 para utilizacdo dos animais.
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4. ARTIGO

Nesta sessdo sera apresentado o artigo intitulado: “Estresse oxidativo em
multiplos 6rgdos apos sepse em ratos velhos: um estudo pré-clinico”, que sera
submetido a revista Experimental Gerontology, com fator de impacto de 3.376 no ano

de 2021, e classificacdo A2 no Qualis CAPES na &rea de Medicina Il.

Estresse oxidativo em multiplos 6rgéos ap6s sepse em idosos: um estudo pré-clinico
Willian Margotti!, Mariana Pereira de Souza Goldim?, Thaina Cidreiral, Tais Luise Denicol,
Larissa Joaquim?!, Lucineia Gainski Danielski!, Kiuanne Lino Lobo Metzker!, Sandra
Bonfante!, Edficher Margotti!, Fabricia Petronilho!

!Laboratério de Neurobiologia de Processos Inflamatérios e Metabélicos- Programa de Pés-
Graduagcdo em Ciéncias da Saude - Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL,
Tubarao, SC Brazil

*Endereco correspondente a este autor em Laboratorio de Neurobiologia de Processos
Inflamatorios e Metabdlicos- Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias da Saude -
Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL - Santa Catarina (SC), Brasil. Tel/Fax: +55
48 3621-3363; E-mail: fabricia.petronilho@unisul.br.

RESUMO

A proporgdo da populagdo com mais de 60 anos tem aumentado em todo mundo. O
envelhecimento € um processo dinamico, no qual ocorrem modificacdes morfolégicas e
fisiolégicas em todos os niveis, tornando o organismo mais vulneravel a eventos agudos. Os
idosos tém maior risco de desenvolver sepse do que 0s mais jovens. A sepse € um conjunto
de manifestacdes graves em todo o corpo produzidas por uma infeccdo, levando a alteracfes
gue comprometem a homeostase celular e podem resultar em disfungéo de multiplos 6rgéos.
Evidéncias sugerem que o0 estresse oxidativo estad intrinsecamente relacionado ao
envelhecimento e a sepse. O objetivo deste estudo foi avaliar o estresse oxidativo em
multiplos 6rgdos em ratos velhos em modelo animal de sepse polimicrobiana. Ratos Wistar
machos adultos (60d) e velhos (210d) foram submetidos a sepse por ligagédo e perfuracdo
cecal (CLP) e grupo controle (sham) somente a laparotomia. Os grupos experimentais foram
divididos em sham 60d, sham 210d, CLP 60d e CLP 210d. Vinte e quatro horas apés a indugéo
da sepse, a atividade da mieloperoxidase (MPO), dano oxidativo a lipidios e proteinas,
atividades da superéxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) foram avaliadas no pulmé&o,
rim, figado, coracdo, baco, quadriceps e diafragma. O envelhecimento potencializou o
aumento da atividade da MPO no grupo CLP comparados aos mais jovens submetidos a CLP

no pulmao, figado e bago. O dano aos lipidios ocorreu em todas estruturas analisadas nos
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grupos CLP, enquanto apenas no pulmao, figado e diafragma a peroxidacéo lipidica foi maior
do grupo CLP 210d em comparacdo com 60d. O dano em proteina essa potencializacao
aconteceu apenas no pulméo. A atividade da SOD nas estruturas analisadas foi diminuida em
ambos os grupos CLP, sendo que no pulmao, rim, baco e diafragma houve uma diminuicéo
significativa da SOD no grupo CLP 210d comparado ao sham 60d enquanto que na CAT
somente no pulméo e rim. Os achados neste estudo apontam gue o0 aumento da idade
potencializou o dano oxidativo em diferentes 6rgaos alvo na sepse ao intensificar a presenca
de neutrdfilos, o que fez possivelmente com que aumentasse o dano em lipidios e proteinas
com reducgédo da atividade da SOD e CAT.

Descritores: sepse, envelhecimento, estresse oxidativo, disfuncao multiplos érgéos.

ABSTRACT

The proportion of the population over 60 years of age has increased worldwide. Aging is a
dynamic process, in which morphological and physiological changes occur at all levels, making
the body more vulnerable to acute events. Elderly people are at greater risk of developing
sepsis than younger people. Sepsis is a set of serious manifestations throughout the body
produced by an infection, leading to changes that compromise cell homeostasis and can result
in dysfunction of multiple organs. Evidence suggests that oxidative stress is intrinsically related
to aging and sepsis. The aim of this study was to evaluate multi-organ oxidative stress in old
rats in an animal model of polymicrobial sepsis. Adult male Wistar rats (60d) and old (210d)
were submitted to sepsis by cecal ligation and perforation (CLP) and control group (sham) only
by laparotomy. The experimental groups were divided into sham 60d, sham 210d, CLP 60d
and CLP 210d. Twenty-four hours after sepsis induction, myeloperoxidase (MPO) activity,
oxidative damage to lipids and proteins, superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
activities were evaluated in lung, kidney, liver, heart, spleen , quadriceps and diaphragm. Aging
potentiated the increase in MPO activity in the CLP group compared to younger patients
undergoing CLP in the lung, liver and spleen. Lipid damage occurred in all structures analyzed
in the CLP groups, while only in the lung, liver and diaphragm the lipid peroxidation was higher
in the CLP 210d group compared to 60d. The protein damage in this potentiation happened
only in the lung. The SOD activity in the analyzed structures was decreased in both CLP
groups, and in the lung, kidney, spleen and diaphragm there was a significant decrease in
SOD in the CLP 210d group compared to the sham 60d group while in the CAT only in the
lung and kidney. The findings in this study indicate that increasing age potentiated oxidative
damage in different target organs in sepsis by intensifying the presence of neutrophils, which
possibly increased the damage to lipids and proteins with reduced activity of SOD and CAT.

Keywords: sepsis, aging, oxidative stress, multiple organ dysfunction.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de mais de meio século de pesquisas, a sepse ainda constitui um
grande problema na prestacdo de cuidados de saude. Embora os avancos na
pesquisa tenham aumentado significativamente nosso conhecimento sobre a
patogénese da sepse e tenham resultado em um melhor prognéstico e melhores
resultados de sobrevida, a sepse ainda permanece um grande desafio na medicina
moderna, com um aumento na ocorréncia prevista e uma enorme carga
socioecondmicatl’.

Através deste trabalho, buscou-se avaliar o estresse oxidativo em multiplos
orgdos em ratos velhos comparado a jovens em modelo animal de sepse
polimicrobiana por CLP. Os achados obtidos neste estudo apontam que o aumento
da idade com envelhecimento potencializou o dano ocasionado pela sepse ao
intensificar a presenca de neutrofilos, o que fez possivelmente com que aumentasse
o dano em lipidios e proteinas com a faléncia da efetividade da atividade da SOD e
CAT, o que causou um aumento no estresse oxidativo em diferentes 6rgéos, sendo o
pulmdo o maior 6rgdo acometido. Diante disso, este estudo contribui para a
importancia de compreender o estresse oxidativo frente a sepse em organismos
bioldgicos cronologicamente velhos e fisiologicamente vulneraveis a fim de direcionar
e alertar novos estudos na busca de medidas profilaticas e terapéuticas como
estratégias antioxidantes que impecam o agravo e o0 dano celular aos sistemas

envolvidos.
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