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INTRODUCAO

A sepse ¢ uma condicdo grave caracterizada por infec¢do e inflamacdo sistémica que
causa disfun¢do multipla de 6rgaos, incluindo os sistemas neurvoso, cardiaco, hepatico, renal,
respiratorio, hematologico e imunologico (SEYMOUR et al., 2016). Segundo a Organizagdo
Mundial da Saude (OMS), a sepse afeta cerca de 49 milhdes de pessoas anualmente,
resultando em aproximadamente 11 milhdes de mortes. E uma das principais causas de
mortalidade e doenca critica, e a principal causa de morte nas UTIs de paises desenvolvidos
(DOERRIER et al., 2014).

A sepse estd relacionada ao aumento do estresse oxidativo em diversos 0rgaos,
incluindo o figado (BOUGLE et al., 2018). Esse estresse decorre do desequilibrio entre a
produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade do organismo de
neutraliza-las com antioxidantes. Durante a sepse, a resposta imunoldgica exacerbada gera
grandes quantidades de EROs, que, apesar de serem cruciais para eliminar patégenos, podem
danificar células e tecidos (RITTER, 2003). Antioxidantes como a glutationa ajudam a
neutralizar as EROs e a manter a homeostase celular (KUMAR et al., 2018).

No figado, o estresse oxidativo pode causar lesoes e piorar a disfuncdo hepatica na
sepse. Assim, avaliar o estado redox hepatico durante a sepse ¢ crucial, pois o figado
desempenha um papel central em processos metabdlicos essenciais (ALLAMEH et al., 2024).
Este estudo visa avaliar o estresse oxidativo no figado de camundongos com sepse, analisando

a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT),
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lipoperoxidagdo e dosagem de tidis ndo proteicos (glutationa). Dentro dos Objetivos do

Desenvolvimento Sustentavel (ODS) o resumo se encontra dentro do objetivo 3.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental, em modelo animal de sepse em camundongos,
aprovado pela CEUA-UNIJUI protocolo 008/2021. Foram utilizados 12 camundongos da
linhagem CS57BL/6 com cerca de 90-150 dias, provenientes do Biotério da UNIJUI, sendo
mantidos com temperatura controlada (24+2°C), com ciclos de claro/escuro de 12 horas,
racdo padronizada e agua ad libitum. Os animais foram divididos em dois grupos
experimentais: Grupo Controle: (n=6), recebeu inje¢do de solugdo fisioldgica (NaCl 0,9%
estéril); e Grupo Sepse: (n=6), recebeu inje¢do intraperitoneal de solugdo fecal 20% (1mg/g)
para inducdo da sepse. Apos 24 horas da indugdo da sepse, os animais foram eutanasiados
com posterior coleta de tecidos.

ApoOs a eutanasia os animais foram pesados, sendo em seguida realizada a coleta e
pesagem do figado de cada animal. Apds a pesagem em balanca analitica, foi realizado o peso
relativo pelo peso do figado (g) pelo peso corporal do animal (kg). Apos foi realizada a coleta
do figado, qual foi homogeneizado em Tampao Fosfato de Sédio com PMSF, para anélises
enzimaticas (SOD e CAT), lipoperoxidagdo e atividades de tidis nao protéicos (NPSH).
Durante a coleta do figado, os 6rgaos foram fotografados, utilizando-se camera fotografica e
suporte padronizados. O peso dos animais foi mensurado em balanca semi-analitica ao final
do experimento.

A determinagdo da lipoperoxidagdo (LPO) foi realizada pelo teste das substancias
reativas ao dacido tiobarbitarico (TBARS) através método espectrofotométricos em
comprimento de onda de 595 e a 535nm, utilizando curva padrio de albumina (BRADFORD,
1976) e curva padrao de malonaldeido (MDA) (BUEGE; AUST, 1978). A atividade da SOD
foi avaliada por espectrofotometria a 420nm, através da reacdo da inibicao da auto-oxidagdo
do pirogalol pela atividade da enzima SOD. A atividade da CAT foi determinada através da
decomposi¢cdo do perdxido de hidrogénio a 25°C, em 240nm de absorbancia (ALMEIDA,
2015). Os tidis ndo protéicos foram mensurados pelo método de espectrofotométrico a 405nm

(ANSCHAU, 2011).
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Ap6s a tabulacdo dos dados coletados, os mesmos foram analisados no programa de
analise estatistica (GraphPad). Em seguida foram elaborados graficos, andlise de medidas de
tendéncia central e dispersdo para a comparagdo entre grupos experimentais. Os dados foram
analisados quanto a normalidade com o teste de Shapiro-Wilk, além da realizagdo de teste de
ROUT (5%) para detectar valores discrepantes (outliers). Foi realizado o Teste T Student,

sendo considerado o nivel de significancia de 5% (P<0,05), para as andlises realizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nossos resultados, identificamos um aumento de peso do figado do grupo sepse
(figura 1), assim como acrescentamos as imagens registradas do figado de cada animal, onde
a coloracdo do figado dos animais do grupo sepse estavam com hipocoloracdo e
caracteristicas de palidez tecidual, comparadas aos figados dos animais do grupo controle
(figura 1).

As alteracdes de peso e coloragdo decorrem, pois na sepse ocorre infiltracdo de
células inflamatorias no tecido hepatico, assim como o aumento de citocinas pro-inflamatoérias
e proteinas de fase aguda, as quais podem levar a um aumento no tamanho e peso do 6rgdo.
Além disso, pode ocorrer uma desorganizacdo estrutural e funcional do figado, resultando em
alteragdes na aparéncia macroscopica, conforme ilustrado na figura 1. A coloracao palida
observada no figado dos animais com sepse estd associada a redugdo na perfusdo sanguinea.
Durante a sepse, a inflamagao sistémica provoca vasodilatagdao e aumento da permeabilidade
vascular, resultando em hipoperfusdo hepatica e hipéxia tecidual. Esses processos
comprometem a oxigenacdo e o fornecimento de nutrientes ao figado, contribuindo para a
hipocoloracdo observada. Além disso, na sepse ha disfungdo mitocondrial, alteracdes
metabolicas, um aumento de mediadores inflamatorios e morte celular programada (apoptose)
ou necrose dos hepatocitos, os quais comprometem as fungdes do 6rgdo. Este conjunto de
fatores estd associado com alteragcdes no figado como o aumento do peso e nas alteragdes

macroscopicas da aparéncia do 6rgao (ALLAMEH et al., 2024).
Figura 1 - Peso Relativo do Figado e Figado do Grupo Controle (CONT) e Grupo Sepse (SEP)
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Legenda: Numero amostral (n) de grupo controle (CONT) n= 6 e grupo sepse (SEP) n=5. Imagem comparativa,
obtida com a captura de imagens do figado de cada animal, sendo grupo controle (CONT) e grupo sepse (SEP).

Na anélise do estado redox do figado, ndo houve diferenca na atividade antioxidante
da SOD, da CAT, na razdo SOD/CAT e na LPO entre os animais do grupo controle e do grupo
sepse, conforme ilustrado na figura 2 (CONSTANTINO et al., 2014). Identificamos ainda que
a concentragdo de tidis ndo protéicos foi reduzida no figado dos animais do grupo sepse em

comparac¢do aos do grupo controle.

Figura 2 - Determinagdo da atividade da Superoxido dismutase (SOD), da Catalase (CAT), Razdo SOD/CAT,
Lipoperoxidacéo ¢ atividade de tidis ndo protéicos (NPSH):

10

[
S
S

0.08
-

1 L

0.06 .

0.04 _q._ T

0.02

S
S

...
7
S
Razio SOD/CAT

~
73
S

°

(unidades arbitrarias)

USOD/mg de proteina
UCAT/mg de proteina
ol
°

T
S < S <
& & S R & §
- - B

& e e B &

n
£ oon 028
g . -
= 0.003 % 026 .
- % [ ] %
: fod
£ 002 £ H
8 f 0.22
s
Z
3 oot . . £ o2 .
£ 0 S%e [ 0 .
£ O .18 . .
< < S
& & S &

S
Legenda:Na atividade de SOD:Numero amostral (n) de grupo controle (CONT) n= 6 e grupo sepse (SEP) n=6.
Na atividade da CAT: CONT, n= 5; SEP, n=6. Razdo SOD/CAT: CONT, n= 6; SEP, n=6. Para a dosagem de
TBARS: CONT n= 5 e SEP n=6. Atividade de NSPH, grupo controle (CONT) n= 6 e grupo sepse (SEP)
n=6.Sendo P <0,05.

A dosagem de tiois nao protéicos (NPSH) avalia o contetdo de glutationa no tecido,
sendo este o grupamento tiol mais abundante no meio intracelular. Durante a sepse, a intensa
resposta inflamatoria torna a glutationa essencial para neutralizar espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de nitrogénio (RNS), que sdo produzidas em excesso devido a ativagao
exacerbada de células imunes. A reducdo dos niveis de glutationa nos animais com sepse pode
estar associada com o aumento na geracdo de EROs. Dessa forma, a diminui¢do de tiois ndo
proteicos sugere maior consumo de glutationa para protecao antioxidante, visto que ndo houve
lipoperoxidagdo ou alteragcdes em outras enzimas antioxidantes (SCHALANSKI et al., 2021).

O figado desempenha um papel fundamental no metabolismo e na homeostase do

organismo, sendo que na sepse ocorrem alteragdes significativas nos processos metabolicos e
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inflamatorios hepaticos, afetando a producdo de energia e a regulacdo do estado redox e o
funcionamento do 6rgdo. Ademais, a resposta inflamatdria intensa na sepse pode causar
aumento do tamanho, peso e aspecto do 6rgdo, as quais associam-se com a alteragdo do estado

redox e nas fungdes organicas do figado (LIMA et al., 2011).

CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados na analise do figado demonstram um aumento no peso relativo, o qual
estava associado ao quadro inflamatorio da sepse, assim como um maior consumo de

glutationa para compensar o aumento da geracdo de EROs na sepse.
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