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RESUMO

A importancia das espécies reativas de oxigénio (ERO) na fisiopatologia da sepse
encontra-se bem estabelecida. Porém ainda ndo se dispde de uma terapia
antioxidante eficaz para a utilizacao nestes pacientes. Sabe-se que as mitocondrias,
dos diversos 6rgdos, apresentam resisténcias diferentes ao dano oxidativo. Em uma
primeira fase, avaliamos o efeito sobre a mortalidade em 10 dias de diversas doses
do disseleneto de difenila (PhSe), (10 mg/Kg, 50 mg/Kg, 100 mg/Kg) apos inducéo
de sepse em um modelo animal por ligacdo e perfuracdo cecal (CLP — do inglés
Cecal Ligation and Puncture) em relacdo ao modelo CLP + veiculo e sham. A dose
de 50 mg/Kg de (PhSe), foi a Unica que acarretou uma reducdo significativa da
mortalidade em relacdo ao sham (30% versus 70% respectivamente). Em uma
segunda fase, avaliamos a acdo do (PhSe), 50 mg/Kg sobre a carbonilagcdo de
proteinas, 12 e 24 horas ap0s a inducdo de sepse no mesmo modelo animal de
CLP. Ratos Wistar adultos (250-300g) foram divididos em 3 grupos (sham, CLP +
veiculo e CLP + 50 mg/Kg de (PhSe),). O antioxidante foi administrado 1 e 12 horas
apos o procedimento cirdrgico. Sendo que os animais foram eutanasiados 12 e 24
horas apo0s a cirurgia, com posterior remoc¢éao do figado, baco, pulméo, coracdo, rim
e quadriceps para analise da carbonilacdo de proteinas. Com 12 horas de evolucao,
a presenca de proteinas carboniladas no figado, baco e rins dos ratos submetidos a
CLP demonstrou-se significativamente maior quando comparado ao grupo sham. A
adicdo do (PhSe), acarretou uma reducéo significativa da carbonilacdo protéica no
figado, coracdo e rim. Com 24 horas de evolucdo, a presenca das proteinas
carboniladas manteve-se significativamente mais elevada no figado, baco e rim,
além de se mostrar elevada no coracado e quadriceps dos ratos submetidos a CLP.
Na avaliacdo tardia, a adicdo do (PhSe), acarretou reducdo das proteinas
carboniladas apenas no coracdo e quadriceps. Apesar da reducdo da mortalidade
demonstrada na primeira fase do estudo, a analise individual dos érgdos na fase
seguinte mostrou-se discrepante, com atividade antioxidante do (PhSe), apenas em

alguns orgaos.

Palavras-chave: Sepse. Orgdos. Ratos. Estresse oxidativo. Disseleneto de difenila.



ABSTRACT

The importance of reactive oxygen species in the pathophysiology of sepsis is well
established. But not yet has an effective antioxidant therapy for use in these patients.
It is known that mitochondria from different organs have different resistances to
oxidative damage. In a first step, we evaluated the effect on mortality at 10 days of
various doses of diphenyl diselenide (PhSe)2 (10 mg / kg, 50 mg / kg, 100 mg / kg)
following induction of sepsis in an animal model for Cecal Ligation and puncture
(CLP) in relation to the model CLP + vehicle and sham. The dose of 50 mg / kg
(PhSe)2 was the one that caused a significant reduction of mortality compared to the
sham group (30% vs 70% respectively). In a second phase, we evaluate the action of
(PhSe)2 50 mg / kg on protein carbonylation, 12 and 24 hours after induction of
sepsis in the same animal model CLP. Male Wistar rats (250-300g) were divided into
3 groups (sham, vehicle + CLP and CLP + 50 mg / kg (PhSe)2). The antioxidant was
administered 1 and 12 hours after the surgical procedure. Since the animals were
sacrificed 12 and 24 hours after surgery, with subsequent removal of the liver,
spleen, lung, heart, kidney and quadriceps for analysis of protein carbonylation. At 12
hours later, the presence of protein carbonyls in the liver, spleen and kidneys of rats
subjected to CLP showed significantly higher compared to the sham group. The
addition of (PhSe)2 caused a significant reduction in protein carbonylation in the liver,
heart and kidney. After 24 hours of evolution, the presence of carbonyl protein
remained significantly higher in the liver, spleen and kidneys, in addition to show
elevated in heart and quadriceps of rats subjected to CLP. In late evaluation, the
addition of (PhSe)2 caused a reduction of carbonyl protein only in the heart and
quadriceps. Despite the reduction in mortality, the analysis of individual organs

showed discrepant with antioxidant activity of (PhSe), only in some organs.

Key-words: Sepsis. Organs. Rats. Oxidative stress. Diphenyl diselenide.
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1 INTRODUCAO

1.1 SEPSE

A sepse, descrita em artigos cientificos desde 1873 (FERRIER, 1873),
continua apo0s quinze décadas, como uma das mais importantes causas de
mortalidade no mundo moderno (GAO et al., 2005; INSTITUTO LATINO
AMERICANO DE SEPSE, 2012; KORTGEN et al., 2006; SEBAT et al., 2005;
SHAPIRO et al., 2006; TRZECIAK et al., 2006). Até o inicio da década de 1990, a
grande variedade de definicbes e termos utilizados levava a uma estratificacéo
imprecisa, ndo permitindo a comparacéo e avaliacdo dos varios estudos que eram
desenvolvidos sobre o assunto. Apartir de 1991, durante a conferéncia da American
College of Chest Physicians (ACCP) e da Society of Critical Care Medicine (SCCM)
os conceitos foram homogeinizados. Definiu-se, entdo, sepse como a sindrome de
resposta inflamatdria sistémica (SIRS) desencadeada em resposta a uma infeccao,
mesmo que esta estivesse restrita ou localizada em um determinado érgdo ou
sistema (BONE et al.,1992; MARIK; VARON, 2008).

A SIRS é caracterizada pela presenca de dois dos quatro seguintes
critérios: (a) temperatura corporal superior a 38°C ou inferior a 36°C; (b) frequéncia
cardiaca acima de 90 batimentos por minuto; (c) taquipnéia manifestada por uma
frequéncia respiratoria maior que 20 respiracdes por minuto ou uma pressao arterial
de CO, (PaCO;) < 32 mmHg; (d) contagem de leucécitos superior a 12.000
células/mm?® ou, menos de 4.000 células/mm?®, ou a presenca de mais de 10% de
neutréfilos imaturos. Muitos pacientes apresentam quadros de SIRS néo
desencadeados por uma infeccdo, porém apresentam um mecanismo fisiopatologico
semelhante, motivo pelo qual muitos estudos de pacientes com SIRS sem sepse sao
utiizados no entendimento da sepse (INSTITUTO LATINO AMERICANO DE
SEPSE, 2012).

A sepse, devido a sua elevada complexidade fisiopatolégica, apresenta
uma grande variabilidade quanto a gravidade das manifestacdes clinicas, indo desde
casos leves até casos que evoluem para Obitos em pequeno lapso de tempo. Para
tanto, no intuito de estratificar melhor os pacientes acometidos, conceitos acessorios
foram acrescentados e, desta forma permitir uma melhor comparabilidade dos

resultados tanto diagnosticos, quanto terapéuticos. O termo de sepse grave foi



definido como uma sepse com sinais de disfuncdo de dois ou mais orgdos ou
sistemas, ou evidéncia de hipoperfusdo ou hipotenséo arterial. Choque séptico foi
definido como a hipotenséo arterial induzida pela sepse, que persiste apesar da
reposicdo adequada de liquidos, juntamente com a presenca de anomalias da
perfusdo ou disfuncdo organica. O termo faléncia de multiplos 6rgaos e sistemas
passou a ser utilizado quando o paciente apresenta a disfuncdo de dois ou mais
orgaos ou sistemas que necessitem de terapia de suporte/substituicdo. Bacteremia
foi definida como a presenca de bactérias viaveis na corrente sanguinea, e o termo
septicemia foi abandonado (ANGUS et al., 2001; DELLINGER et al., 2008;
MARTIN, 2006). Com a homogeinizacado dos conceitos, foi possivel uma melhor
avaliacdo da real incidéncia da sepse em seus diversos graus de gravidade, bem
como as suas taxas de morbi-mortalidade e custos (INSTITUTO LATINO
AMERICANO DE SEPSE, 2012; SILVA et al.,, 2004; TALMOR et al.,, 2008;
WARREN, 1997).

Aproximadamente 70% dos pacientes admitidos em Unidades de Terapia
Intensiva (UTI) desenvolvem SIRS tanto de origem infecciosa (sepse) como nao
infecciosa (politraumatismo, cirurgias, pancreatite e queimaduras) (ABRAHAM et al.,
2000; MILLS; CALDWELL; JANN, 1989; MOORE; MOORE; READ, 1993; SILVA et
al., 2004). Quando associada a hipotensao arterial sistémica de dificil controle, este
estado tende a progredir rapidamente para faléncia de multiplos 6rgéos e sistemas
(ANGUS et al., 2001; BONE et al., 1992; CIPOLLE; PASQUALE; CERRA, 1993;
SALVO et al., 1995), com nitido aumento na taxa de mortalidade tanto precoce
quanto tardia (BRUN-BUISSON et al., 1995; SALVO et al., 1995).

Dados demonstram que nos Estados Unidos ocorrem aproximadamente
750.000 casos de sepse por ano, sendo que a sepse, SIRS e choque séptico juntos
representam a causa mais importante de morte em UTIs, superando as doencas
cardiovasculares (ANGUS et al., 2001). Um estudo realizado na Franca, com 3.738
pacientes criticos, demonstrou uma incidéncia de 14,6% de sepse severa e choque
séptico e, apresentou uma taxa de mortalidade de 35% em até 30 dias (BRUN-
BUISSON et al., 2004). Na Europa um estudo envolvendo 24 paises indicou, entre
pacientes criticos, a incidéncia de 37% de sepse. Entre os pacientes com sepse
severa a mortalidade foi de 32,2% e entre os pacientes com choque séptico de
54,1% (VINCENT et al.,, 2006). No Brasil, um estudo BASES (Brazilian Sepsis

Epidemiological Study) realizado em 2004, envolveu cinco UTIs dos estados de Sao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silva%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15312226
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silva%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15312226
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Paulo e Santa Catarina, e mostrou uma incidéncia de 46,9% para sepse, 27,3% para
sepse severa e 23% para choque séptico. As taxas de mortalidade foram de 33,9%,
46,9% e 52,2%, respectivamente (SILVA et al.,, 2004). Outro estudo realizado no
Hospital Sdo Lucas-PUCRS, entre os anos de 2003 e 2004, demonstrou uma
incidéncia de 30% de choque séptico e uma taxa de mortalidade de 66,5% entre
esses pacientes (DIAS et al., 2007).

Diante destes fatos, a sepse € a doenca que mais gera custos, tanto em
setores publicos como em setores privados, e € a principal causa de morte nas UTIs,
superando o infarto agudo do miocardio e o cancer, segundo o Instituto Latino
Americano de Sepse (INSTITUTO LATINO AMERICANO DE SEPSE, 2012).

1.2 RESPOSTA INFLAMATORIA

A resposta imuno-inflamatéria € composta por citocinas e outros
mediadores que sdo essenciais na defesa do hospedeiro e, de eventos moleculares
complexos subjacentes. Ha uma desregulacdo desta resposta na sepse, levando
a uma excessiva e inapropriada liberacdo de mediadores, com consequentes danos
celulares em multiplos érgaos. A ativacdo dos sistemas imunes e inflamatérios
ocorre em resposta a estimulos tanto infecciosos quanto nao infecciosos. Na sepse,
organismos Gram-negativos e, cada vez mais, Gram-positivos sdo importantes
agentes causais. A infeccdo resulta inicialmente na estimulacdo da resposta imune
inata (ndo especifica) mediada principalmente através de células inflamatdrias como
mondcitos/macréfagos e neutréfilos. Estas células normalmente existem num
“Estado nao ativado”, mas séo rapidamente ativadas em resposta as bactérias ou
aos seus produtos e/ou mediadores inflamatérios, para se tornarem fagocitos
altamente ativos. Assim, eles podem contribuir para o desenvolvimento de lesGes
através de mediadores como citocinas e espécies reativas de oxigénio (ERO)
(VICTOR; ROCHA; DE LA FUENTE, 2004).

Como a maioria das infec¢des ocorre principalmente no tecido e nao na
corrente sanguinea, o extravasamento de leucocitos é essencial para o contato entre
células inflamatorias e os patdgenos exogenos. Os leucdcitos tem apenas um curto
tempo de vida no local da inflamacao. Os neutrdéfilos rapidamente sofrem apoptose e
sdo limpos por macréfagos que migram para o local inflamado durante a fase de

resolucdo. Assim, um evento inflamatorio bem-sucedido requer ndo somente a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Victor%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rocha%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=De%20la%20Fuente%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037211
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ativacdo apropriada de células e mediadores com subsequente fagocitose e
remocdo do estimulo agressor, mas também uma consequente e apropriada
eliminacao das células inflamatorias e detritos para permitir que os tecidos possam
retornar a uma arquitetura e funcdo normal (VICTOR; ROCHA; DE LA FUENTE,
2004).

Com o objetivo de aprimorar e agregar o conhecimento produzido em
uma década, em 2001, a SCCM conjuntamente com a ACCP, a European Society of
Intensive Care Medicine (ESICM), a American Thoracic Society (ATS) e a Surgical
Infection Society (SIS) realizaram uma nova conferéncia. Foi concluido que no
futuro, se existirem dados epidemiolégicos mais robustos, seria possivel usar uma
definicdo puramente bioquimica e/ou imunoldgica, ao invés de critérios clinicos, para
identificar os processos na resposta inflamatdria, substituindo desta forma os
critérios de SIRS (LEVY et al., 2003).

Apesar de ainda ndo ser possivel um diagnéstico de SIRS e sepse
baseado apenas em parametros bioquimicos (LEVY et al., 2003), a utilizacdo destes
critérios para melhor entendimento fisiopatoldgico e, principalmente desenvolvimento
de terapias mais especificas e eficazes para o tratamento da sepse, tornam-se de
suma importancia, visto que a terapia baseada apenas em suporte hemodinamico/
metabdlico sistémico apresenta uma grande limitacdo na reducdo de morbidade e
mortalidade conforme as estatisticas atuais revelam. Portanto, a abordagem com
terapias que interferem nos mediadores imuno-inflamatoérios e/ou reduzem as lesdes
causadas por EROs tornam-se uma possibilidade e, os estudos tem sido
promissores (LEVY et al, 2003; PRAUCHNER; PRESTES; DA ROCHA, 2011,
VICTOR; ROCHA; DE LA FUENTE, 2004).

1.3 DANO OXIDATIVO

O estresse oxidativo € induzido em resposta a sepse e a varios outros
estresses fisioldgicos, tais como isquemia/reperfusdo, regeneracao hepatica, choque
hemorragico e agentes quimioterapicos (PAHL, 1999). Em células aerobicas
normais, uma pequena quantidade do oxigénio consumido €é reduzido para
substancias quimicas altamente reativas que, coletivamente sdo chamadas de ERO.
O equilibrio do estado intracelular de oxidacdo-reducdo (redox) é importante

fisiologicamente em termos de manutencédo da homeostase (ARRIGO, 1999) e, sob


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Victor%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037211
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=De%20la%20Fuente%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=De%20la%20Fuente%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prauchner%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21856092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prestes%20Ade%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21856092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=da%20Rocha%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21856092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Victor%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rocha%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=De%20la%20Fuente%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15037211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pahl%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10602461
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condigdes fisioldgicas, um equilibrio homeostatico existe entre a formacdo de ERO e
a remocao enddgena dos compostos oxidantes (GUTTERIDGE; MITCHELL, 1999).
O dano oxidativo ocorre quando esse equilibrio homeostatico € rompido pela
producdo excessiva de ERO, incluindo superoxido (O2) / peroxido de hidrogénio
(H20,) e radicais hidroxila (OH’), e/ou as defesas antioxidantes sdo inadequadas
(mudancas na superoxido dismutase (SOD), catalase, vitamina C, vitamina E e
glutationa reduzida (GSH)) (GUTTERIDGE, 1995). Portanto, as células estdo sob
estresse oxidativo quando existe um desequilibrio entre os pro-oxidantes e
antioxidantes e, ambos ocorrem na sepse (BERLETT; STADTMAN, 1997).

A mitocondria recebe especial atencdo quando se trata de estresse
oxidativo, por ser o principal sitio do metabolismo aerdbico, onde ha fisiologicamente
a transferéncia de elétrons da cadeia respiratoria para o oxigénio molecular (O;) que
€ entdo reduzido a ERO (superéxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxil),
sendo normalmente controlados pelos mecanismos antioxidantes presentes. A
membrana interna da mitocondria tem uma grande éarea de superficie que é
impermeavel e contém as enzimas envolvidas na producdo de adenosina trifosfato
(ATP). A producéo de ATP ocorre através de um fluxo de elétrons ao longo de cinco
complexos moleculares da cadeia de transporte de elétrons. A reducao eletronica de
O, ocorre no sistema de transporte de elétrons mitocondrial de todas as células
aerdbias. A enzima responsavel por catalisar esta reacdo (citocromo c oxidase
(COX)) contém os metais ferro e cobre. Estes ions podem ser paramagnéticos e
conter elétrons instaveis desemparelhados. Ao utilizar os elétrons desemparelhados
nestes metais de transicdo para controlar as reacdes do oxigénio molecular, as
mitocondrias impedem a liberacdo indesejada de ERO (VICTOR; ROCHA; DE LA
FUENTE, 2004). A transferéncia de elétrons acarreta no bombeamento de protons,
criando um potencial de membrana mitocondrial. Como parte deste processo, as
ERO séo geradas como subprodutos da reducéo incompleta do oxigénio molecular,
o receptor final de elétrons no processo de producédo de ATP (GALLEY, 2011).

O dano oxidativo a membrana mitocondrial resulta em despolariza¢do da
membrana e o desacoplamento da fosforilacdo oxidativa, com alteracdo da
respiracdo celular, levando a danos mitocondriais, com liberacdo de citocromo c,
ativacdo das caspases e possivel apoptose celular (NATHAN; SINGER, 1999). A
oxidacao do acido desoxirribonucléico (DNA) e proteinas tem lugar ao longo do dano

a membrana por causa da peroxidacdo lipidica, levando a alteracbes na
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permeabilidade da membrana, modificacdo da estrutura da proteina e mudancas
funcionais (ZIMMERMAN, 1995).

A producdo de ERO nas mitocondrias € importante na funcdo celular
normal, pois além da producéo de energia, participa de vias de sinalizacéo celular e
homeostase do célcio e ferro (GALLEY, 2011; KAKKAR; SINGH, 2007). As ERO séao
segundos mensageiros importantes, gerados em resposta a varios tipos de
estresses, ativando vias de transducdo de sinais que influenciam na atividade
celular. Aléem de produzir ERO, a cadeia respiratéria mitocondrial produz também
oxido nitrico, que apos reagir com o superoxido € transformado em peroxinitrito (O3
+ NO — ONOy), que possui um elétron desemparelhado e é, portanto, um radical
livre, pertencente a um outro grupo de subprodutos chamados de espécies reativas
do nitrogénio (ERN). A producéo de 6xido nitrico é aumentada durante a sepse por
sintese através da forma induzivel do 6xido nitrico sintase tipo Il (iNOS). O éxido
nitrico e as ERN tém vérias funcbes fisiologicas vitais, mas ERN tem efeitos
deletérios através da oxidacdo, nitrosilacdo, ou nitratacdo de varias moléculas
celulares, incluindo proteinas, acidos nucleicos, e antioxidantes enddgenos, tais
como a glutationa (GALLEY, 2011; KAKKAR; SINGH, 2007).

Quando as defesas antioxidantes sao insuficientes, o estresse oxidativo
pode causar danos significativos aos lipideos, proteinas e acidos nucleicos, tanto
dentro da mitocondria como no citoplasma. A peroxidacdo da cardiolipina
mitocondrial, que estd presente na membrana interna e é importante para a
producdo de ATP, leva a dissociacdo do citocromo c e reduz a producdo de ATP,
produzindo mais ERO (DROGE, 2002; JAMES; MURPHY, 2002; TURRENS, 2003).
Os sistemas antioxidantes enddégenos também podem ser afetados pelo estresse
oxidativo através da oxidacdo e peroxidacdo das enzimas componentes (catalase,
GPx, SOD). O DNA mitocondrial (mtDNA) também é alvo dos danos, uma vez que
esta proxima a regido do transporte de elétrons (OZAWA, 1999). O mtDNA codifica
varios polipeptidios, espécies de acido ribonucléico (RNA) mensageiro e RNA
ribossomais que sao vitais para o transporte de elétrons e geracdo de ATP. Como o
MtDNA expressa todos 0s genes codificadores, ao contrario do DNA gendmico que
nao expressa todas as sequéncias, sofre maior potencial para muta¢des funcionais
(VAN REMMEN; RICHARDSON, 2001). Danos causados pelo estresse oxidativo
mediado pelo mtDNA podem levar a maior producdo dos ERO e mais dano do
MtDNA, ocasionando um ciclo vicioso (GALLEY, 2011).
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Existem véarios sistemas antioxidantes mitocondriais, constituidos e
regulados por uma combinagcdo de vias enzimaticas e ndo-enzimaticas. Estes
incluem os sistemas superéxido-dismutase manganés (MnSOD), a glutationa,
tiorredoxina (TSH), peroxirredoxinas, sulfilredoxinas, citocromo c, peroxidase e
catalase. Quando o estresse oxidativo estd em um nivel basal (baixo), ambos os
sistemas mantém os niveis de perdxido de hidrogénio (LOWES; GALLEY, 2001).

A disfuncdo organica induzida pela sepse, pelo menos em parte é
secundaria a disfuncdo mitocondrial como resultado do estresse oxidativo e, resulta
na incapacidade da producdo de ATP (BREALEY; SINGER, 2003; CROUSER,
2004). A complexa rede de eventos que agem direta ou indiretamente na fungao
mitocondrial e producdo de energia tende a auto perpetuacédo e amplificacédo e, a
melhora progressiva na respiracdo mitocondrial estd associada com a recuperagao
da funcao dos 6rgdos em pacientes que sobrevivem a sepse (BREALEY et al., 2003)
como também em modelos animais de sepse (BREALEY; KARYAMPUDI;
JACQUES, 2004; CROUSER et al., 2002; VANHOREBEEK et al., 2005). Além disso,
a gravidade da insuficiéncia organica e evolucdo apresentam relacdo como o grau
de alteracao do equilibrio redox mitocondrial e deplecédo de antioxidantes associados
a disfuncdo mitocondrial (BREALEY et al., 2002; YASSEN et al., 1999).

Portanto, os danos mitocondriais causados pelo estresse oxidativo
parecem ser fundamentais para a fisiopatologia da insuficiéncia organica na sepse,
sugerindo um papel terapéutico dos antioxidantes. Apesar disso, a suplementacéo
com antioxidantes nao tem demonstrado reducdo de complicagdes em estudos com
pacientes sépticos (MISHRA, 2007; RINALDI; LANDUCCI; DE GAUDIO, 2009).

1.4 O SELENIO

O selénio (Se) € um elemento essencial na dieta e compde uma série de
enzimas, dentre elas a glutationa peroxidase (GPx) (FLOHE; GUNZLER; SCHOCK,
1973; URSINI et al., 1982), e como selenocisteina (BOCK et al., 1991) faz parte de
outras enzimas tal como a 59-deiodinase (BARBOSA et al., 1998; BEHNE;
KYRIAKOPOULOS, 1990). Como micronutriente antioxidante, age principalmente
através das seleno-proteinas nas membranas. A seleno-proteina P € o principal
seleno-componente do plasma em individuos saudaveis (52% do total, a glutationa =
39%, albumina = 9% e forma livre < 1%) (HARRISON; LITTLEJOHN; FELL, 1996)
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apresentando uma reducdo drastica em pacientes com choque séptico e parece
estar envolvido na prote¢édo do endotélio (FORCEVILLE, 2007).

O efeito quimio-preventivo do Se ndo pode ser completamente explicado
pelo papel como um componente da enzima antioxidante GPx, 0 que sugere que a
quimio-prevencgao ocorre por outros mecanismos. O Se apresenta uma acao dupla,
a primeira sdo os seleno-compostos, entre 0s quais destaca-se o0 selenito de sodio,
gue apresenta uma acdo pro-oxidante direta e que leva a toxicidade aguda, mas
também apresenta uma segunda acdo como antioxidante essencial através das
seleno-proteinas (FORCEVILLE, 2007).

Vérios estudos tém mostrado que a oxidagdo do tiol e geracéo de radicais
livres ocorre em consequéncia da catalise e toxicidade do selénio. Em um estudo
avaliando trés compostos de selénio diferentes (selenito, seleno-cistamina, e seleno-
metionina) para determinar a importancia relativa dos efeitos pro-oxidativos destes
compostos e a sua capacidade de induzir a apoptose, demonstrou-se que além de
causar um aumento na atividade da GPXx, ha funcao antioxidante nos trés compostos
de selénio. No entanto o selenito e seleno-cistamine induziram apoptose, enquanto a
seleno-metionina néo era citotoxico (STEWART et al., 1999).

A administracdo de altas doses de selénio foi associada com uma
tendéncia a diminuir a mortalidade de animais com choque séptico, especialmente
quando utilizado em bolus, achado diferente dos estudos que utilizaram
administracdo continua, que ndo tem demonstrado qualquer beneficio sobre a
mortalidade (FORCEVILLE, 2007). No entanto, através da avaliacdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitrico (TBARS), tidis totais, glutationa, e
medicdes de tocoferol, a administracdo Unica de Se ndao conseguiu reduzir os danos
dos ERO induzida pela deplecdo de Se (AGAY et al., 2005), Conforme demonstrado
em figado e rins de ratos apos reducao da ingesta (NAKANE et al., 1998). Em outro
estudo, a atividade de GPx selénio-dependente também foi avaliada no figado, rim,
pulmdo e sangue de camundongos. A atividade foi maior no figado, seguido por
sangue, pulmao e rim que exibiam niveis semelhantes e comparativamente mais
baixos (SCHISLER; SINGH, 1988).

Quando avaliado em portadores de deficiéncia do selénio, o sistema de
defesa antioxidante (avaliado através da atividade da glutationa) estava diretamente
relacionado ao nivel de selénio e a um aumento da peroxidagéo lipidica, uma

diminuicao do nivel plasmatico de vitamina E, e ativacdo de SOD. Apés 24 horas de
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injecdo de selenito de sbédio, ocorreu melhora no nivel de Se no plasma e uma
reativacdo da atividade da glutationa (AGAY et al., 2005). Compostos de organo-
selénio tém uma potencial atividade semelhante tiol peroxidase (ROSA et al., 2005),
porém sua atividade antioxidante pode ser explicada por outras e complexas acoes,
como mimetizar a glutationa peroxidase com concomitante utilizagdo da glutationa
(OGUNMOYOLE et al., 2009).

1.5 DISSELENETO DE DIFENILA

O disseleneto de difenila (PhSe), € um componente eletrofilico utilizado
na sintese de uma variedade de compostos farmacologicamente ativos de selénio
organico. Possui comprovadas propriedades pré-oxidantes, conforme ensaios in
vitro, que demostraram a interacdo ndo enzimatica com o grupo tiol da glutationa
(ROSA et al., 2005). No entanto existem diversas evidéncias que demonstram que in
Vivo, estes compostos possuem importante atividade antioxidante por melhorar a
atividade da SOD (figado e eritrécitos) e os niveis de vitamina C (figado, rim e
sangue), além do aumento dos niveis de GSH no figado, rins e sangue, e manter
inalterados os niveis de TBARS e proteinas carboniladas frente a agressfes
oxidantes (BARBOSA et al.,, 2006). No entanto, o exato e completo mecanismo
desta acdo antioxidante ainda ndo esta completamente elucidado (OGUNMOYOLE
et al., 2009; ROSA et al., 2007a).

A complexidade desta incégnita € em parte devido ao fato do tradicional
raciocinio do (PhSe), exercendo a sua agdo antioxidante apenas imitando a GPx,
com a utilizagdo concomitante da GSH in vitro. Contudo, recentemente em modelos
de diabetes, o (PhSe), aumentou, contrariamente a esperada reducéo dos niveis de
GSH (OGUNMOYOLE et al., 2009).

Uma das hipoteses € a possivel mudanca nos mecanismos antioxidantes
do (PhSe), devido a uma mudanca no potencial hidrogenidénico (pH) (como estados
de hiperglicemia) (OGUNMOYOLE et al., 2009). Visto que, a acidose aumenta a
taxa de peroxidacao lipidica, tanto na auséncia quanto na presenca de Ferro (Il). O
(PhSe), reduz significativamente a produgéo de TBARS em todos os valores de pH
estudados (5,4 até 7,8), enquanto o ebselen (um outro composto organico do
selénio) oferece apenas um pequena e nao significativa protecdo (HASSAN et al.,
2009).
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O efeito protetor do (PhSe), foi demonstrado frente a véarios agentes
agressores, dentre os quais citamos o cigarro, onde foi capaz de inibir o aumento da
peroxidacao lipidica, atividade do acido A-aminolevulinico dehidratase (ALA-D) em
pulmbes (LUCHESE (a) et al., 2007) e cérebro de filhotes de ratos (LUCHESE;
PINTON; NOGUEIRA, 2009). O (PhSe), também reduziu o dano oxidativo no
pulméo e no cérebro (LUCHESE (b) et al., 2007) além de reduzir a hepatotoxicidade
(BORGES et al., 2008) induzido pelo cloreto de Cadmo em ratos. Mesmo quando
utilizados outras substancias como indutores de lesdo ou de dano oxidativo, como
por exemplo, o nitroprussiato de sodio, o (PhSe), tem demonstrado reduzir a
peroxidagdo lipidica no sangue e no cérebro (POSSER et al., 2006). Achados
semelhantes ocorrem no cérebro e figado quanto ao dano induzido por um herbicida
(quinclorac) (MENEZES et al.,, 2012), ou no figado frente a exposicdo ao
nitropropano (BORGES et al., 2006), sendo que muitos destes beneficios se
mostraram dose dependente (BORGES et al., 2005). Em modelo animal de sepse, o
(PhSe), impediu a formacdo de TBARS, mas néo evitou a inibicdo da atividade ALA-
D, demonstrando o potencial deste composto como um tratamento para esta
patologia (PRAUCHNER; PRESTES; DA ROCHA, 2011).

O (PhSe), também demonstrou apds administracdo por via oral, através
de modulagdo antioxidante, reverter Ulceras induzidas pelo etanol (INEU et al.,
2008), aléem de inibir a peroxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL)
humana isolada in vitro, através da tiol-peroxidase e, impediu a oxidacdo de
proteinas do LDL humano (BEM et al., 2008). Além da acdo antioxidante, ha
também acao anti-mutagénica e anti-tumoral, como as propriedades anti-genotéxica
do (PhSe), contra o dano oxidativo ao DNA em células cultivadas induzida pelo
tamoxifeno (MELO et al.,, 2011). O (PhSe), além de demonstrar melhora de
parametros bioquimicos, metabdlicos e moleculares, também reduziu a mortalidade
em modelo experimental de diabetes induzido por streptozotocina (independente dos
niveis glicémicos) (BARBOSA et al., 2008). Apesar de muitos estudos experimentais
demonstrarem o grande potencial do selénio e de seus compostos organicos, em
especial do (PhSe),, a diferenca entre a dose minima essencial do selénio e sua
dose toxica é muito reduzida (SPALLHOZ, 1993), sendo o figado, seguido pelo
baco, rim, e coracdo os principais alvos da toxicidade pelo selénio e seus compostos
(BARBOSA et al., 1998).
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Durante seu metabolismo, h& liberacdo de selénio livre durante o ciclo
catalitico, o que pode ser probleméatico para o desenvolvimento destes compostos
como agentes terapéuticos (DAY, 2009). Os exatos mecanismos moleculares da
toxicidade do selénio ainda sdo objeto de estudo e discussdo, ha proposicdes de
que a toxicidade do selenito poderia estar relacionada com a interacdo com os tiéis.
Enquanto outros sugerem que os efeitos toxicos do selénio inorganico, e também de
algumas formas de selénio organico seja mediada pela formacédo de EROs, uma vez
gue a SOD e catalase reduzem a toxicidade destes compostos, em varios sistemas
in vitro (BARBOSA et al., 1998; SPALLHOLZ, 1993).

Existe uma alta correlacdo entre os niveis diminuidos de conteddo de
GSH e de um aumento na peroxidacéao lipidica e danos no DNA, estabelecendo uma
inter-relacdo entre os efeitos pro-oxidantes e genotéxicos do (PhSe),. O pré-
tratamento com N-acetil-cisteina impediu completamente o dano oxidativo induzido
por (PhSe), através da manutencdo dos niveis celulares de GSH, o que refor¢a a
relacéo entre a deplecéo de GSH e danos no DNA (ROSA et al., 2005).

Existem varios efeitos toxicos, pro-oxidantes e mutagénicos destas
moléculas em bactérias, leveduras e células de mamiferos, com relatos de danos ao
DNA em cérebro, figado, rim, medula 6ssea, linfocitos, baco, pulméo, bexiga e
testiculos, todos relacionados a dose (FAVERO et al., 2005; ROSA et al., 2007a;
ROSA et al., 2007b; WEIS et al., 2007). Devido aos efeitos adversos e, falta de
comprovacdo clinica até o momento do beneficio em humanos, ainda ndo esta
recomendado a suplementacdo em doses altas de selénio. Em 2011 foi publicado o
estudo SIGNET (Scottish Intensive care Glutamine or seleNium Evaluative Trial) que
avaliou a suplementacdo de Se para pacientes graves de UTI que necessitaram
nutricdo parenteral. Apenas pouco mais da metade dos pacientes apresentavam
sepse e, a suplementacéo nao afetou a mortalidade, apenas reduzindo o niamero de
novas infec¢gdes naqueles que receberam suplementacéo de Se por mais de 5 dias
(ANDREWS et al., 2011). Em maio de 2012 encerrou, porém ainda sem publicagédo
0 estudo Trial of Glutamine and Antioxidant Supplementation in Critically Il Patients
(REDOXS), o0 que poderda elucidar um pouco mais sobre o assunto
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00133978?term=REDOX).

O (PhSe), tem demonstrado redugcédo dos parametros de dano oxidativo
induzidos pela sepse em ratos. A injecdo pré-indugdo de sepse por ligacédo e

perfuracdo cecal (CLP), demonstrou na avaliacdo de figados, reducdo na formacgéao
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de TBARS, mas nao evitou a inibicdo da ALA-D. O (PhSe), impede parcialmente o
dano oxidativo induzido pela sepse, indicando a utilidade potencial deste composto
no tratamento (PRAUCHNER; PRESTES; DA ROCHA, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Sabendo da importancia da sepse na mortalidade e elevados gastos no
seu tratamento a nivel mundial e que grande parte das estratégias utilizadas
atualmente sdo meramente de suporte, o que limita a possibilidade de reduzir ainda
mais a mortalidade por sepse e reduzir os gastos com internacdes em UTIs, além
das sequelas tardias associadas a perda da capacidade produtiva destes pacientes,
justifica-se a necessidade de maior investimento no estudo desta patologia. Nesse
contexto, substancias antioxidantes que contenham o Se poderiam ser adjuvantes
na terapia contra os danos causados pela sepse. Essa abordagem podera
proporcionar resultados mais refinados que poderdo ser U(teis para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a sepse.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da administracao de (PhSe), sob a taxa de mortalidade,
bem como no dano oxidativo a proteinas em 6rgaos de ratos submetidos ao modelo

animal de sepse.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a taxa de mortalidade em 10 dias apés inducdo de sepse por
CLP em modelo animal e administracdo de diferentes doses de (PhSe),.

Determinar a dose de (PhSe), com melhor eficacia na reducdo da
mortalidade apds inducéo de sepse por CLP em modelo animal.

Determinar parametros de dano oxidativo a proteinas (carbonilacdo) em
diferentes 6rgaos (coracao, figado, rim, baco, pulmdo e quadriceps) 12 horas apos
inducao de sepse por CLP em modelo animal e administracédo de (PhSe),.

Determinar parametros de dano oxidativo a proteinas (carbonilacdo) em
diferentes 6rgéos (coracdo, figado, rim, baco, pulmé&o e quadriceps) 24 horas apés

inducao de sepse por CLP em modelo animal e administracdo de (PhSe),.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos, pertencentes a linhagem Wistar (Rattus
norvegicus), com idade entre 2 e 3 meses, pesando entre 250-300g. Foram
utilizados 50 animais (10/grupo) na primeira fase, onde foi determinada a dose do
(PhSe), ideal através da curva de mortalidade. Na segunda fase foram utilizados 60
animais (20/grupo). Os animais foram randomizados e alojados em grupos de cinco
por gaiola, com ciclo claro/escuro de 12 horas (07:00 as 19:00hs) e comida e agua
ad libitum. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1° C. O presente projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade do Sul de

Santa Catarina sob o niumero de protocolo 12.002.06 IV.

4.2 MODELO ANIMAL DE SEPSE E TRATAMENTO

Sepse intra-abdominal foi induzida utilizando a técnica de CLP conforme
previamente descrito (RITTER et al., 2004). Brevemente, os ratos foram
anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), sendo submetidos a
laparotomia com incisdo mediana abdominal. O ceco foi ligado logo abaixo da
juncao ileo-cecal com fio seda 3-0, mantendo assim a continuidade intestinal. O
ceco entdo foi perfurado com uma agulha nimero 14 na face anti-mesentérica do
ceco, e sendo gentilmente comprimido até a extrusdo de conteudo fecal. Os planos
cirirgicos foram fechados e os ratos observados em caixa de recuperacdo por 2
horas. Como controle, foram utilizados animais submetidos a laparotomia, com
manipulacéo do ceco, mas sem ligacéo ou perfuracdo cecal (sham).

Na primeira fase os animais foram divididos em 5 grupos (10/grupo) (Sham,
CLP + veiculo (6leo de soja), CLP + (PhSe), 10mg/kg, CLP + (PhSe), 50mg/kg, CLP
+ (PhSe), 100mg/kg). A administracdo do veiculo ou (PhSe), nas respectivas doses
ocorreu 1 hora e 12 horas ap0s a cirurgia. Todos 0s animais receberam reposicéo
volémica com solucado salina 50 ml/kg, imediatamente e 12 horas apo0s a cirurgia,
ceftriaxona 30 mg/kg (a cada 12 horas) e clindamicina 25mg/kg (a cada 6 horas) por
via subcutanea até 24 horas apés a cirurgia. Ainda, ap6s o procedimento cirargico

todos animais receberam 80 mg/kg de dipirona sodica (i.m) para analgesia (PRADO;
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PONTES, 2002). Os animais foram avaliados diariamente por 10 dias para
determinar a taxa de sobrevida.

Na segunda fase, outros 60 animais foram divididos em trés grupos: (1) sham
+ veiculo (6leo de soja); (2) CLP + veiculo; (3) CLP + (PhSe), (50mg/kg) diluido em
Oleo de soja e foi administrado por via oral 1 h e 12 h ap0s a cirurgia (ACKER et al,
2009; TAKASAGO et al, 1997). Todos os grupos receberam reposi¢cao volémica com
solucéo salina 50 ml/kg, imediatamente e 12 horas apds a cirurgia, ceftriaxona 30
mg/kg (a cada 12 horas) e clindamicina 25mg/kg (a cada 6 horas) por via
subcutanea. Ainda, ap6s o procedimento cirargico todos animais receberam 80
mg/kg de dipirona sédica (i.m) para analgesia (PRADO; PONTES, 2002). Doze e 24
horas apOs a cirurgia, os animais foram eutanasiados e baco, coracdo, figado,

pulma&o, rim e quadriceps foram removidos para analise bioquimica.

4.3 DETERMINACAO DA CARBONILACAO DE PROTEINAS

Foi determinado o dano oxidativo (em proteinas) nos ratos mortos 12 e 24
horas apos a inducdo de sepse nos 6rgaos (baco, coracao, figado, pulméo, rim e
quadriceps). Como indicio de dano oxidativo em proteinas foi determinado pela
medida das proteinas carboniladas conforme previamente descrito (LEVINE et al,
1990). As amostras obtidas eram precipitadas e as proteinas dissolvidas com
dinitrofenilidrazina. Os grupamentos carbonil eram determinados pela absorbéancia

em 370nm.

4.4 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

Todas as mensurac¢des bioquimicas foram normalizadas pelo conteudo de

proteinas com albumina bovina como padrédo (LOWRY et al., 1951).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram apresentados como meédia e desvio padrdao. Dados
bioguimicos foram analisados por ANOVA e multiplas comparagdes por Newman
Keuls. A curva de sobrevivéncia dos diferentes grupos foi comparada por teste log-

rank. As analises estatisticas foram realizadas no SPSS versdo 19.0, sendo
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considerado significativo o valor de p < 0,05. O niumero de animais em cada grupo
foi baseado em estudos pré-clinicos e clinicos prévios, para uma diferenca de até
20% nos parametros a serem analisados entre 0s grupos, com uma variancia de no
maximo 10% entre as médias e calculou-se um tamanho de amostra, para um erro
alfa de 0,05 e um poder de 80%.
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5 RESULTADOS

No presente estudo nos avaliamos a sobrevida de ratos Wistar submetidos a
sepse por CLP e tratados com diferentes doses (10, 50 e 100mg/kg) de (PhSe),.
Com isso, nGs observamos na Figura 1 que os animais tratados com (PhSe), na
dose de 50mg/kg tiveram uma redugdo significativa da mortalidade dos animais
gquando comparado aos ratos submetidos a CLP sem tratamento com (PhSe),. No
entanto, as doses de 10 e 100mg/kg ndo apresentaram reducdo significativa na

mortalidade.

Figura 1 — Curva de sobrevida de acordo com a dose de (PhSe),
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Legenda: Os valores foram expressos com média + desvio padrdo. * Diferenga significativa quando
comparado ao grupo sham. # Diferenca significativa quando comparado ao grupo CLP. (ANOVA de
uma via seguido de Tukey: p < 0,05).

Fonte: Elaboracéo do autor, 2012

Além disso, nés avaliamos o dano oxidativo a proteinas no figado, baco,
pulm&o, coracgéo, rim e quadriceps de ratos 12 e 24 horas apos a CLP e tratados
com 50mg/kg de (PhSe),. Assim nds demonstramos na Figura 2 que apos 12 horas
da inducéo de sepse houve carbonilacéo de proteinas no figado, bago e rim quando
comparado ao grupo sham. No entanto, no pulmao, coracao e quadriceps ndo houve
diferenca significativa. Além disso, o tratamento com (PhSe), foi capaz de reverter o
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dano oxidativo a proteinas no figado e rim, bem como diminuir a carbonilacdo de

proteinas no coracéo. No baco, o (PhSe), néo reverteu o dano causado.

Figura 2 — Concentracdo de proteinas carboniladas em o6rgaos de ratos 12 horas

apos a inducao de sepse e tratados com (PhSe),,
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Legenda: Os valores foram expressos com média + desvio padrdo. * Diferenga significativa quando
comparado ao grupo sham. * Diferenca significativa quando comparado ao grupo CLP. (ANOVA de

uma via seguido de Tukey: p < 0,05).
Fonte: Elaboracéo do autor, 2012.

Na Figura 3 ndés demonstramos que 24 horas ap0s a inducdo de sepse

por CLP houve carbonilacao de proteinas no figado, baco, rim, coracéo e quadriceps

guando comparado ao grupo sham. No entanto, no pulmdo nao houve diferenca

significativa. Porém, o tratamento com (PhSe), foi capaz de reverter o dano oxidativo

a proteinas apenas no coracdo e quadriceps. Sendo que o dano causado nos outros

orgaos nao foi revertido com o uso de (PhSe), na dose de 50mg/kg.



Figura 3 — Concentracdo de proteinas carboniladas
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em oOrgdos de ratos 24 horas
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Legenda: Os valores foram expressos com média + desvio padrdo. * Diferenga significativa quando
comparado ao grupo sham. * Diferenca significativa quando comparado ao grupo CLP. (ANOVA de

uma via seguido de Tukey: p < 0,05).
Fonte: Elaboracéo do autor, 2012
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6 DISCUSSAO

No presente estudo nés avaliamos a capacidade do (PhSe),, um
composto organico de selénio, em reduzir a mortalidade de ratos submetidos a
sepse por CLP e reverter o dano oxidativo a proteinas em diferentes 6rgdos destes
animais. Para este estudo foi utilizado 50mg/kg de (PhSe),, visto que em um estudo
preliminar os animais submetidos a sepse e tratados com esta dose tiveram uma
reducado significativa da mortalidade em relacdo aos animais submetidos a sepse
sem tratamento por um periodo de 10 dias (70% versus 30% na taxa de sobrevida).
No entanto, os animais tratados com 10 mg/Kg ou 100 mg/Kg de (PhSe), nao
demonstraram aumento significativo da sobrevida nesta mesma fase do estudo.
Diante deste resultado acredita-se que a dose de 10mg/kg nédo foi suficiente para
desenvolver um efeito terapéutico e a dose de 100mg/kg pode ter apresentado um
efeito toxico.

O dano oxidativo a proteinas foi avaliado no figado, baco, pulméo,
coracao, rim e quadriceps de ratos 12 e 24 horas apds a inducdo de sepse. Neste
sentido, 12 horas apdés a cirurgia nés observamos a presenca de proteinas
carboniladas no figado, baco e rim quando comparado ao grupo controle. No
entanto, o tratamento com (PhSe), foi capaz de reverter o dano oxidativo a proteinas
no figado e rim, bem como reduzir a carbonilacdo de proteinas no coracdo em
relacdo ao grupo CLP. No baco, o (PhSe), nédo reverteu o dano causado. Apos 24
horas da cirurgia nés observamos que a presenca de proteinas carboniladas
manteve-se elevada no figado, baco e rim, bem como no coracdo e quadriceps.
Porém o tratamento com (PhSe), acarretou na reversdo do dano oxidativo a
proteinas apenas no coracao e quadriceps.

A analise do dano oxidativo foi realizada através da avaliagdo das
proteinas carboniladas pela técnica descrita por Levine em 1990. Neste estudo nés
mensuramos as proteinas carboniladas por apresentar vantagens sobre outros
métodos (formacado precoce, estabilidade e reprodutibilidade) na avaliacdo do dano
oxidativo (NOEMAN; HAMOODA,; BAALASH, 2011). A adicdo do radical carbonila
em proteinas pode ocorrer através de varios mecanismos, tais como clivagem
oxidativa de proteinas (oxidacdo direta da lisina, arginina, residuos de prolina e
treonina), reacdo com os produtos de peroxidagéo lipidica aldeidica (por exemplo,

hidroxinonenal, malondialdeido) ou por meio de reacfes de glicacdo ou glicoxidacao
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(COCKELL; BELONJE, 2002). Além da formacdo precoce, a estabilidade das
proteinas carboniladas é de suma importancia, pois demoram de horas a dias para
serem degradas, enquanto os produtos da peroxidacao lipidica sdo degradados em
minutos (DALLE-DONNE et al, 2003), o que permite a sua utilizacéo inclusive nos
estudos de envelhecimento (ANDRADES et al, 2005), sendo realmente um indicador
geral e, de longe, o marcador mais comumente usado de oxidagcdo de proteinas.
Outro fator importante € ndo necessitar de equipamentos especificos, além dos
normalmente disponiveis em laboratérios de bioquimica (DALLE-DONNE et al,
2003).

A sepse, com toda a sua repercussao clinica e complexa fisiopatologia
demanda inumeros estudos para permitir avaliar de forma precisa quais 0s
mecanismos e fatores interferem nas diversas vias metabdlicas, de sinalizacdo e
desfechos. Estes estudos em humanos s&o limitados, devido a necessidade de
intervengBes rapidas no intuito de reduzir a morbi-mortalidade (GAO et al, 2005).
Estas intervencdes levam a uma limitacdo da perfeita elucidacédo de todos os fatores
envolvidos na sua fisiopatologia. Considerando esta realidade, os estudos em
modelos animais, que podem utilizar grupos controle, tém extrema importancia, pois
torna possivel estudar e avaliar diversas intervencfes diagndsticas e terapéuticas.
No entanto, para a correta avaliagdo, necessitamos definir ndo somente o organismo
como um todo, mas também definir o perfil em cada 6rgéo individualmente. Esta
analise dos 6rgaos individualmente nos permitira elaborar hipéteses a partir de
particularidades de cada tecido e, desta forma ajustar as terapias para uma maior
eficacia (BARICHELLO et al., 2006). A hip6tese da resposta “individual” de cada
orgdo explica o porqué que os antioxidantes ainda ndo conseguiram reduzir
efetivamente os desfechos desfavoraveis em pacientes com sepse, apesar de
extensa literatura demonstrar a interferéncia do estresse oxidativo na fisiopatologia
da doenca (RITTER et al., 2004; ZHANG; GO; JONES, 2007) e, estudos com
diversos antioxidantes tais como n-acetilcisteina (SPRONG et al., 1998), alfa-
tocoferol (POWELL et al., 1991), deferoxamina (VULCANO; MEISS; ISTURIZ, 2000)
em modelos animais ja terem demonstrado reducdo da mortalidade em modelos
animais. O perfil diferente nos diversos orgaos pode significar a necessidade de uma
intervencao adjuvante com o intuito de modificar o comportamento em determinado
orgdo especifico para otimizar a sobrevida do organismo como um todo
(BARICHELLO et al., 2006).
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Também se tém sugerido que a oxidacdo da proteina ndo seja somente
um marcador de dano oxidativo, mas também um fator causal de lesdo oxidativa. O
dano oxidativo a proteinas pode ser um evento patolégico mais critico do que 0s
danos aos lipideos, porque a inativacdo de enzimas pode ter efeitos rapidos e
desproporcionais, pela natureza das funcdes cataliticas das enzimas (COCKELL,;
BELONJE, 2002). O tempo e a magnitude da carbonilacdo de proteinas estdo
relacionados com a gravidade do modelo de sepse, sendo uma importante pista
para conceber novas estratégias de tratamento para a sepse (ANDRADES et al,
2005).

Em estudo observacional em humanos, a dosagem de proteinas
carboniladas em 24, 48 e 72 horas foi maior em pacientes sépticos nao
sobreviventes do que nos sobreviventes. Contudo, no momento do diagndstico néo
diferenciou entre os sobreviventes e ndo sobreviventes, apenas entre sépticos e
controles (LUCHTEMBERG et al.,, 2008), pois diferentemente dos trabalhos
experimentais, o tempo do inicio do insulto desencadeante foi variavel. Por isso, o
modelo utilizado foi baseado em modelo ja validado (CASSOL et al.,, 2010) na
avaliacdo de outras substancias antioxidantes, com algumas modificagbes para
permitir uma melhor definicdo da curva correspondente ao dano oxidativo, sendo
utilizadas as medidas realizadas com 12 e 24 horas ap6s a inducdo da sepse
polimicrobiana pela CLP conforme descrito por Ritter (2004).

A analise de danos mais tardia € limitada pela elevada taxa de
mortalidade apds 12 horas conforme relatado por Andrades et al. (2005). A oferta do
antioxidante apenas 1 e 12 horas ap6s o desencadeamento do processo imuno-
inflamatorio pela técnica CLP, tenta reproduzir o mais proximo da realidade clinica,
visto que o pré-tratamento é possivel apenas em estudos experimentais (RITTER et
al., 2004; VULCANO; MEISS; ISTURIZ, 2000), como encontrado no estudo de Sener
et cols (2005), que apresentou importante reducdo do dano oxidativo em diversos
orgaos de animais submetidos a sepse com o pré-tratamento por 10 dias.

As doencas hepaticas continuam sendo um dos problemas de satude mais
graves, e medicamentos modernos tém pouco a oferecer para a reducdo de
doencas hepaticas (OLIBONI et al.,, 2011), ndo possuindo ainda uma terapia
substitutiva efetiva. Em nosso estudo, o (PhSe), conseguiu reverter o dano oxidativo
no figado apenas ap6s 12 horas do inducdo de sepse, semelhante ao achado por

Prauchner, Prestes e Da Rocha (2011), em que o0s animais receberam preé-
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tratamento com (PhSe),. Porém, apés 24 horas da inducdo de sepse o (PhSe), ndo
conseguiu manter esta acdo antioxidante, o que pode ser secundario a necrose
hepatica que nao esta presente 12 horas apos a CLP, sendo significativa apenas 24
horas apdés CLP (ZAPELINI et al., 2008). No entanto, no baco o dano oxidativo foi
significativo em 12 e 24 horas apds a cirurgia semelhante ao encontrado por Cassol
et cols (2010) com 6h e 10 dias de evolucao, no entanto, o (PhSe), ndo demonstrou
acao antioxidante significativa, diferentemente do achado de Cassol et cols (2010)
com canabioide.

Nos pulm&es ndo ocorreu dano oxidativo significativo a proteinas, como
também n&o ocorreu reversao deste com o uso do (PhSe),, contrariando estudos
prévios que demonstrardo elevacbes de até 58% na concentracdo de proteinas
carboniladas em modelos experimentais de SIRS (RODRIGO; TRUJILLO; BOSCO,
2006) ou de CLP (COSKUN et al., 2011). O estresse oxidativo pode estar envolvido
na mediacdo de alteragBes pulmonares funcionais, bioquimicas e ultraestruturais,
como aumento da peroxidacao lipidica e carbonilacdo de proteinas, suportado por
numerosas observacgdes clinicas de doencas humanas, assim como varios modelos
animais. Estes estudos demonstraram um papel importante do estresse oxidativo no
mecanismo de lesdo pulmonar inflamatoria, independente do meio do insulto
(sanguineo ou diretamente pelas vias aéreas) (RODRIGO; TRUJILLO; BOSCO,
2006).

No coracdo ocorreu elevacdo significativa da carbonilacdo de proteinas
apenas 24 horas apoés a inducao de sepse, porém houve uma acao antioxidante do
(PhSe); tanto 12 horas quanto 24 horas ap6és a lesdo. O coragdo é conhecido por ter
um baixo potencial antioxidante e pequena capacidade para elevar as defesas
antioxidantes e reparar os danos oxidativos. O dano oxidativo secundario as ERO no
coracao leva a perda da integridade da membrana celular e pode levar a arritmias
cardiacas, reducéo da contratilidade, infarto, insuficiéncia cardiaca ou morte subita.
A sobrecarga mecanica induz aumento no consumo de oxigénio pelo musculo e
acelera o fluxo de elétrons na mitocéndria pelo aumento da necessidade de ATP.
Isto acarreta maior producdo de ERO e do anion superoxido (NOEMAN;
HAMOODA; BAALASH, 2011), pois o coragéo adulto produz e consome uma massa
equivalente diaria de ATP 5 vezes maior que a sua propria massa para a
manutencdo da homeostase i6nica celular e contragbes ritmicas (SHAO et al.,

2010). Portanto, o coracdo com sua elevada taxa metabdlica pode ter uma maior
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susceptibilidade aos estimulos pro-oxidantes, o que pode explicar reducdo da
carbonilacdo de proteinas ap6s 12 e 24 horas da inducdo de CLP (KALAZ et al.,
2012).

No rim, o dano oxidativo foi significativo 12 e 24 horas apés a inducéo de
sepse, porém semelhante ao figado, o (PhSe), demonstrou capacidade de reverter o
dano apenas na fase inicial (12 horas), ndo mantendo de forma significativa esta
reducado na fase tardia (24 horas). Conforme demonstrado previamente, o dano renal
em modelo de endotoxemia em ratos apresenta, além da alteracdo hemodinamica e
disfuncdo renal (funcdo excretora), também dano oxidativo devido a formagdo de
superoxido em excesso, que pode perpetuar e estimular maior dano oxidativo, e
explicar a perda da acdo antioxidante na fase tardia (YANG et al., 2007).

Na avaliacdo do quadriceps, ndo houve dano oxidativo a proteinas
significativo, pela avaliacdo da carbonilacdo das proteinas 12 horas apdés a cirurgia.
Esta diferenca em relacdo ao miocardio pode ser derivada do seu menor
metabolismo (SHAO et al., 2010) apesar da estrutura estriada semelhante. Porém
ocorreu aumento significativo do dano oxidativo a proteinas 24 horas apos, com
reversdo do (PhSe),, semelhante ao miocardio. Os achados na fase inicial reforcam
a hipétese de maior resisténcia da mitocondria deste musculo ao dano oxidativo
induzido pela sepse conforme descrito por Peruchi et al. (2011), porém na fase mais
tardia esta resisténcia ndo se manteve, diferente do estudo anterior. Esta
discrepancia pode ser devido ao fato que no estudo anterior havia sido analisado o
dano aos lipideos e, agora avaliamos dano a proteinas (mais estaveis) (NOEMAN;
HAMOODA; BAALASH, 2011).

Diante dos nossos resultados e evidéncias da literatura, nés sugerimos
gue o uso de 50mg/kg de (PhSe), reduz a mortalidade dos animais devido a sua
acao antioxidante. Além disso, podemos observar que 12 e 24 horas apos CLP, o
dano oxidativo a proteinas foi significativo apenas em alguns 6rgaos, como também
a capacidade de reversao deste dano pelo uso do antioxidante. Isto demonstra a
necessidade de estudos especificos em cada 6rgdo e, ndo apenas analise
sistémica, com possiveis terapias adjuvantes para aperfeicoar a acdo em cada

orgao individualmente e, consequentemente potencializar a acéo sistémica.
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7 CONCLUSAO

Com este estudo no6s demonstramos que o uso de (PhSe), na dose de
50mg/kg reduziu a mortalidade dos animais submetidos a sepse por CLP, enquanto
que na dose de 10mg/kg e 100mg/kg a mortalidade permaneceu elevada. Ainda,
observamos a presenca de carbonilagcdo de proteinas no figado, bago e rim 12 horas
apos a inducdo de sepse. Sendo que, o (PhSe), apresentou efeito antioxidante no
figado, rim e coracdo. Por fim, n6s mostramos dano oxidativo a proteinas no figado,
baco, coracdo, rim e quadriceps 24 horas apés a CLP. No entanto, o (PhSe),

reverteu apenas o dano no coracao e quadriceps.
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