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RESUMO

A sepse é caracterizada por ser um processo inflamatorio sistémico devido a uma
infeccdo, levando a lesdo pulmonar aguda, sindrome do desconforto respiratério
agudo e a faléncia mdultipla dos orgdos. Sado achados histopatolégicos da sepse:
edema intersticial e alveolar, acimulo de neutréfilos e macréfagos, hemorragia,
lesdo endotelial e do epitélio alveolar, e colapso alveolar. Acredita-se que a
prolactina, hormoénio produzido nas células lactotréficas da hipofise interfira no
processo inflamatério, ora estimulando-o, ora inibindo-o. Além da relacdo direta com
a lactagéo, este hormonio tem sido considerado um importante modulador do
sistema imune, estimulando a proliferacdo e a sobrevivéncia celular. No presente
estudo, buscou-se determinar os aspectos morfofuncionais do pulmao comprometido
pela sepse induzida pela ligacdo e perfuracdo do ceco (CLP) em ratos com
hiperprolactinemia induzida por sulpiride, um antagonista da dopamina. O presente
estudo mostrou que os ratos pré-tratados com salina e submetidos a CLP,
desenvolveram o padrdo morfolégico da sepse como por exemplo, aumento nas
células inflamatérias com predominio dos polimorfonucleares (neutréfilos), edema
intersticial e colapso alveolar. Além disso, 0 presente estudo mostrou que a sepse
induzida por CLP produziu diminuicdo da pressao arterial média bem como queda
em alguns parametros ventilatérios como por exemplo, volume corrente e volume
pulmonar em ratos ndo anestesiados. Interessante observacdo foi que grupos de
ratos pré-tratados com sulpiride e submetidos a CLP apresentaram um maior
comprometimento nos achados morfoldgicos bem como uma potencializagdo na
gueda do volume corrente durante a analise ventilatéria. O presente estudo sugere
gue a hiperprolactinemia deve ser atentamente observada, pela estreita relacdo com
0 agravamento do processo inflamatério provocado por uma infeccdo pré-existente,

que resultaria no aumento do nimero de 6bitos em pacientes sépticos.

Palavras-chave: Sepse. Testes funcionais dos pulmdes. Prolactina. morfologia.



ABSTRACT

Sepsis is characterized as a systemic inflammatory process due to an infection,
leading to acute lung injury, acute respiratory distress syndrome and multiple organs
failure. Histopathological findings of sepsis are: interstitial and alveolar edema,
accumulation of neutrophils and macrophages, hemorrhage, endothelial and alveolar
epithelial injury and alveolar collapse. It is believed that prolactin, a hormone
produced by pituitary lactotroph cells, interferes on the inflammatory process,
sometimes stimulating it and sometimes inhibiting it. In addition to the direct
relationship on lactation, this hormone has been observed to play important role on
the modulation of the immune system, stimulating the cell proliferation and cell
survival. In the present study, we sought to determine the morphofunctional aspects
of compromised lung during sepsis induced by cecal ligation and perforation (CLP) in
rats with hyperprolactinemia induced by sulpiride, a dopamine antagonist. The
present study showed that pretreated rats with saline and subjected to CLP
developed the morphogical pattern of sepsis such as increase in inflammatory cells
with predominance of polymorphonuclear cells, interstitial edema and alveolar
collapse. In addition, this study showed that sepsis induced by CLP produced a
decrease in mean arterial pressure and decrease in ventilatory parameters such as
tidal and pulmonary volume in unanesthetized rats. An interesting observation was
that pretreated rats with sulpiride and subjected to CLP had a greater impairment in
the morphological findings as well as an increase in the fall of the tidal volume during
the ventilation analysis. The present study suggests that the hyperprolactinemia
should be closely observed by a close relationship with the worsening of the
inflammatory process caused by a pre-existing infection, which would result in

increasing the number of deaths in septic patients.

Keyswords: Sepsis. Functional test lungs. Prolactin. Morphology.
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1 INTRODUGCAO

A lesdo pulmonar aguda (LPA) e a sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SDRA) comprometeram por volta de 200.000 pacientes nos Estados Unidos
durante o ano de 2005, com uma mortalidade de aproximadamente 40%
(RUBENFELD et al., 2005).

A Conferéncia de Consenso Americano/Europeu de 1994 recomendou a
definicdo padréo da LPA e da SDRA, que vem sendo utilizada deste entdo. Nesta
definicdo, o paciente com LPA apresenta infiltrado inflamatério bilateral, com
hipoxemia arterial, causada pelo acumulo de liquido nos espacos aéreos (edema) e
diminuicdo da hematose.

De acordo com Bernard et al. (1994) a deficiéncia na troca gasosa gera um
aumento na concentracdo maior de diéxido de carbono no sangue, que
consequentemente aumenta a frequéncia respiratdria, a ventilagdo por minuto e o
trabalho da respiracao.

Para Ashbaugh et al. (1967) a LPA e a SDRA ¢ caracterizada também pela
reducdo da complacéncia pulmonar, o que agrava a insuficiéncia respiratoria aguda,
especialmente em pacientes com sepse (MARTIN et al., 2001), condicdo esta,
caracterizada como sendo uma resposta inflamatoria sistémica devido a uma
infeccdo (BONE et al., 1992). Um dos principais fatores de risco para LPA e a SDRA
€ a sepse (BERNARD et al.,1994).

Durante a sepse ocorre a sindrome da resposta inflamatdria sistémica
(systemic inflammatory response syndrome - SIRS) com liberacdo sistémica de
citocinas e outros mediadores quimicos, o que resulta em disfuncdo de érgdos e
sistemas. A SIRS representa o desfecho de uma infeccdo persistente e lesdo
tecidual grave onde o pulmdo é o mais afetado (HEADLEY; TOLLEY; MEDURI
1997). De acordo com Bernard et al. (1992) o dano alveolar difuso € uma reagéo
inespecifica dos pulmdes a uma variedade de afeccdes.

Os principais mediadores quimicos liberados durante a sepse sdo: o fator de
necrose tumoral a (TNF- a), as interleucinas IL-1f3 e IL-6. A IL-1B ativa neutrdfilos e
controla o aumento na regulacdo das moléculas de adesdo dos leucdcitos no

endotélio e estimula a producdo da enzima Oxido nitrico sintetase induzida pelas
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células do endotélio que contribui para um efeito vasodilatador caracteristico do
choque séptico (KOBAYASHI et al., 1998). A IL-6 induz a ativagéo das células T e a
quimiotaxia dos neutréfilos (YEH et al., 2005).

Um modelo bem descrito da fisiopatologia da SDRA € uma forma de
inflamacdo aguda no pulmdo mediada por neutrofilos, com atuagdo de citocinas e
inducao de estresse oxidativo (DEMLING, 1995).

Para Burrows e Edwards (1970) e Capelozzi (2008), o achado histopatologico
presente na SDRA, é caracterizado por lesdo de células epiteliais e endoteliais do
pulméo, edema pulmonar, formacdo de membrana hialina, organizagdo de fibrose
intersticial e proliferacdo de pneumacitos tipo Il

Segundo Bernard et al. (1994), Rocco e Zin (2005), duas vias
etiopatogénicas podem levar ao desenvolvimento de LPA e a SDRA. A primeira via
se da pela lesdo inicial no epitélio pulmonar e a segunda, resulta da resposta
inflamatdria sistémica e lesdo do endotélio alveolar.

A agresséao direta no epitélio pulmonar acarreta na ativacdo de uma cascata
inflamatéria com aumento da permeabilidade da membrana alveolar-capilar e
formacao de edema intersticial (ROCCO; ZIN, 2005). Na agresséo indireta, o pulméo
é atingido secundariamente pela acdo de mediadores quimicos liberados de um foco
extrapulmonar, resultando em lesdo das células endoteliais, causando um aumento
da permeabilidade vascular e recrutamento de mondcitos, linfocitos, neutrofilos,
plaguetas e outras células, além de hiperemia e edema intersticial (PELOSI;
CAIRONI; GATTINONI, 2001; ROCCO; ZIN, 2005).

Depressdo acentuada da resposta imunolégica mediada por células €, com
frequéncia, observada em pacientes com trauma grave (PAPE et al.,, 1999). O
trauma contribui para uma subsequiente sepse ou faléncia multipla de 6rgaos (FMO)
(BAKER et al.,, 1994), que sao as principais causas de morte Nnos processos
cirrgicos na unidade de cuidados intensivos (WAYDHAS et al., 1992). O
mecanismo fundamental no qual o trauma induz imunossupressdo ndo € bem
entendido, apesar do consideravel progresso no tratamento de sepse e MOF, ainda
existem falhas na estratégia terapéutica (AYALA et al.,1994).

Acumulo de neutréfilos desempenha um papel central na patogénese da
sepse na fase aguda pulmonar (GUO et al.,, 2006). De acordo com o0s autores
Katzenstein et al., (1976), Teplitz (1976), Snyder et al., (1990) e Meduri (1996), a
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fase exsudativa é caracterizada por congestéo capilar, edema intersticial e alveolar e
hemorragia intra-alveolar, acompanhada da presenca de neutréfilos e macrofagos.

Neutréfilos sdo as principais células da resposta imune inata e apresentam
um papel critico na defesa do hospedeiro contra a invasdo de microorganismos. O
namero de neutréfilos no lavado broncoalveolar em pacientes com (SDRA) é
significamente aumentado e associado com menor sobrevida (WEILAND et al.,
1986).

Na inflamacdo, o acumulo de neutrdfilos pode exercer dois resultados
significantes: remog&o do microorganismo invasor e danos nos tecidos. A lesao
tecidual parece relacionar-se com a liberacdo de proteases e radicais livres
derivados da ativacdo de neutrofilos. Proteases e radicais livres gerados na
inflamacdo contribuem para a lesdo no endotélio, que é caracteristica da SDRA.
Citocinas e quimiocinas aumentam a resposta inflamatéria de fase aguda. Embora o
recrutamento de neutrofilos para o pulmao seja essencial para a resposta de defesa
do hospedeiro, eles séo prejudiciais quando em desequilibrio (GUO et al., 2002).

Prolactina € um horménio polipeptidico sintetizado e secretado na parte
anterior da glandula hipofise, nas células denominadas de lactotrofos, que
compreendem cerca de 25-50% do total de células hipofisarias e em outros tecidos e
orgdos extra-hipofisario como: sistema nervoso central, placenta, glandula mamaria,
Gtero, células do sistema imune. A sua funcdo ndo esta limitada somente a
reproducdo, mas associa-se também com o controle da homeostase = FREEMAN et
al., 2000).

Nos mamiferos o hipotdlamo controla a secre¢do de prolactina na hipofise.
Tanto inibindo, como também estimulando pela remocdo da inibicdo (BEN-
JONATHAN, 1985).

As vias comuns para o controle na inibicdo e estimulacdo na secrecao da
prolactina sédo os neurdnios neuroenddcrinos que produzem os fatores de inibicdo da
prolactina (PIF) como a dopamina (DA), somatostatina (SST), e acido g-
aminobutirico (GABA), ou fatores de liberacédo de prolactina (PRF), como o horménio
liberador de tirotropina (TRH), ocitocina (OT), e neurotensina (NT). Os (PIF) e (PRF)
dos neurbnios neuroendoécino sdo lancados na veia porta eminéncia mediana e

atingem os lactotrofos da hipéfise anterior. A dopamina hipotalamica é o principal
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(PIF) fisiolégica. Os receptores de dopamina (D2) encontram-se et al., nas
membranas das células lactotroficas da glandula hipéfise (CARON, 1978).

Esta bem estabelecido que a secrecdo da prolactina é regulada pelo
hipotalamo através do mecanismo de feedback (MILENKOVIC; PARLOW, 1990).
Elevacdo do nivel de prolactina aumenta sintese de dopamina hipotalamica
(DEMAREST et al.,1985) e a concentracdo de dopamina na veia porta hipotalamo-
hipéfise (GUDELSKY; PORTER, 1980). Tal efeito pode ser confirmado nas
condicbes de hipofisectomia e pela bromocriptina, um agonista da dopamina, com
queda dos niveis sanguineos de prolactina (DEMAREST et al., 1985).

O TRH foi originalmente isolado como um fator hipofisiotrépico que estimula
secrecdo do hormdnio estimulante da tire6ide (TSH) nas células lactotrofos da
hipofise anterior (SCHALLY et al., 1966). Estudos posteriores mostraram que TRH
estimula a liberacdo dose dependente de prolactina nos lactotrofos em modelos
tanto in vitro quanto in vivo (BLAKE, 1974)

O aumento na concentracao de prolactina é observado no estresse, gravidez,
amamentacao, epilepsia e com o0 uso de medicacdo (SULIMAN et al.,, 2000).
Durante a gravidez, ha um continuo aumento na concentracédo sérica de prolactina
(10-20 ng-ml) para um nivel maior que 200 ng-ml (KLETZKY et al., 1985).

Administracdo de opidides durante a anestesia geral pode rapidamente
aumentar concentracdo de prolactina em pacientes, do nivel normal (< 20 ng/ml)
para 150-250 ng-ml (CROZIER et al., 1994). Semelhante elevacdo na concentracao
de prolactina tem sido demonstrada em pacientes que ingerem drogas neurolépticas
(POLLOCK; McLAREN, 1998).

A secrecdo da prolactina é afetada por uma grande variedade de estimulos
providos pelo ambiente. Os mais importantes estimulos fisiolégicos que elevam a
secrecdo de prolactina pela hipofise sdo: o aleitamento e aumento no nivel de
esterdides ovarianos, principalmente estrogeno (NEIL, 1970; DE GREEF et al.,
1981; FREEMAN et al., 2000). Tais estimulos sdo transmitidos para o hipotalamo
que permite a remocao da inibicdo e consequente secrecdo da prolactina. Sem
esses estimulos, nos mamiferos, o controle exercido pelo hipotalamo sobre a
secrecédo de prolactina pela hipofise € inibitorio. A secrecao de prolactina € também
influenciada por regulagcéo autocrina ou paracrina (BEM — JONATHAN, 1985).

14



A dopamina é o principal fator de inibicdo da secre¢do de prolactina.
Produzida no hipotdlamo, é liberada no sistema porta-hipofisaria, atinge os
receptores D2 presentes na membrana dos lactotrofos na hipdfise anterior que
determinam a inibicdo da secrecdo de prolactina (FREEMAN et al., 2000; BEN-
JONATHAN; HNASKO, 2001). A inibicdo da secrecéo de prolactina por ativacédo dos
receptores D2 esta associada com a inibicdo do metabolismo da adenilato ciclase e
do fosfato de inositol (FREEMAN et al.,, 2000; SIMMONDS, 1985). Estudos
anteriores demonstraram que camundongo com o0 gene receptor D2 alterado, tem
hiperprolactinemia e hiperplasia lactotrofos na hipofise anterior (FREEMAN et al.,
2000; SAGRILLO; VOOGT, 1991).

O sulpiride € um antagonista da dopamina, o qual, apresenta uma massa
molecular de 341,427 g/mol, de formula 5-(aminosulfonyl)-N-[(1-ethylpyrrolidin-2-
yl)methyl]-2-methoxybenzamide, sintetizado a partir de 5 aminosulfoacido salicilico,

como indicado na Figura 1.

Tt
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Figura 1. Sintese do sulpiride.
Fonte: http://www.tocris.com/dispprod.php?ltemld=1889

O sulpiride é o principio ativo de algumas drogas antipsicéticas usadas para
tratar a esquizofrenia e outros transtornos psicoéticos. As drogas antipsicoticas
bloqueiam os receptores da dopamina D2 dos neurénios dopaminérgicos do sistema
mesolimbico, que estdo relacionados com sintomas psicéticos. Entretanto, os
medicamentos antipsicoticos podem causar efeitos colaterais indesejaveis devido ao
bloqueio desses receptores em regides nao-mesolimbicas, induzindo, como
resposta, hiperprolactinemia (KAPUR; MAMO, 2003).
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Em células lactétroficas da glandula pituitaria anterior o sulpiride atua como
antagonista da dopamina e influéncia a secrecao de prolactina (WIECK; HADDAD,
2003). Varios estudos tém mostrado que o tratamento com drogas que contém
sulpiride pode aumentar os niveis médios de prolactina em até dez vezes
(MELTZER; FANG, 1976; GRUEN et al., 1978; KURUVILLA et al., 1992; BUSHE;
SHAW, 2007).

Prolactina € um mediador da rede imunoneuroendrocrina, onde o0s sistemas
imune, nervoso e endécrino se intercomunicam (FREEMAN et al., 2000; GOFFIN,
1998) possuindo importante papel na regulacdo da resposta imune fisioldgica, e nos
estados patoldgicos, como as doencas auto-imunes (FREEMAN et al.,, 2000;
BUSKILA; SHOENFELD, 1996; JETSCHMANN et al., 1997; BERCZI et al., 1997).

Niveis elevados de prolactina sdo observados em pacientes com Lupus
Eritematoso Sistémico, Esclerose Mdultipla, Artrite Reumatoide, Psorise, Artrite, AIDS,
e em pacientes submetidos ao transplante de 6rgéos antes da rejeicdo. E sugerido
gue o aumento dos niveis de prolactina esteja associado ao agravamento das
doencas auto-imune (KANIK; WILDER, 2000; JACOBI et al., 2001; WALKER, 2001).
Bromocriptina pode suprimir as doengas autoimunes e causar anormalidades nas
células T e NK em pacientes com hiperprolactinemia patoldgica (VIDALLER et al.,
1992).

Sugere-se que os linfécitos podem ser uma fonte de producdo de prolactina
bem como a hipdfise anterior (FREEMAN et al., 2000; GALA; SHEVACH, 1994).
Células do sistema imune, timo e membranas dos linfocitos contém mRNA para
prolactina e liberam prolactina bioativa semelhante a prolactina da glandula hipofise
(FREEMAN et al., 2000; DIMATTA et al., 1988).

Embora o controle da secrecdo da prolactina pela hipéfise anterior seja
diferente nos linfécitos, ha evidéncia de que estas células apresentem receptores
para dopamina que podem estar envolvidos na regulacdo da secrecéo e liberagcao
de prolactina pelos mesmos (FREEMAN et al., 2000; DEVINS et al., 1992).

A liberacdo da prolactina pela glandula hipofise e células imune exerce
influéncia sobre o sistema imune por mecanismo endocrino, paracrino e autécrino
(MATERA, 1997), através da ligagdo do receptor especifico da prolactina (PRL-R),
expresso nas membranas de todas as células imune e hematopoiéticas (FEYSOT et

al., 1998). Os receptores de prolactina pertencem a superfamilia

16



citocinas/hematopoiéticas a qual incluem receptores para IL-2, 3, 4,6, 7,9, 12,15 e
Interferon (IFN). Agindo através de seu receptor, a prolactina modula a funcdo do
sistema imune estimulando a proliferacdo e a sobrevivéncia celular (COSMAM,
1993).

A prolactina estimula células T e B, células natural Killer (NK), macréfagos,
neutrofilos, células hematopoiéticas e células dendriticas apresentadoras de
antigeno (KOOIJMAN et al., 1996; DOGUSAN et al., 2001; MATERA et al., 2001).

Animais modificados geneticamente para o gene responsavel pelo (PRL-R)
receptor de prolactina ndo mostraram efeitos importantes para o desenvolvimento do
sistema imune, ou seja, apresentaram células B, T, NK normais, bem como a
resposta mitogénica, sugerindo que a prolactina ndo € essencial para o
desenvolvimento e fun¢gdes do sistema imunoldgico normal (BOUCHARD et al.,
1999).

Ratos hipofisectomisados exibem marcada supressdo das fungdes imunes
que podem ser restauradas pela administracdo de prolactina (BERCZI; NAGY,
1991). Para compreender como a prolactina modula a proliferacdo das células T,
foram clonados genes da linhagem celular de linfoma T de rato, o Nb,, induzidos a
proliferar pela acdo da prolactina (YU-LEE et al., 1990). O Nb, das células T
expressam um elevado numero de receptores para prolactina mas somente 30% da
ocupacao da superficie PRL-R € necesséria para obter uma resposta de maxima
proliferacdo (GERTLER, 1997; GOUT et al.,1980).

A prolactina estimula a adesdo dos leucdcitos no endotélio, mediada pelas
integrinas desempenhando relevante papel na resposta inflamatoria (PAVEL et al.,
2005).

Estudos recentes mostram que a prolactina, assim como o estrégeno sao
protetores contra a inflamagéo em trauma grave (JARRAR et al., 2000; KNOFERL et
al., 2000). O sexo parece influenciar na resposta ao trauma. Pacientes do sexo
feminino sobrevivem mais do que pacientes do sexo masculino (MORRIS et al.,
1990) apoiando a idéia que os horménios femininos poderiam proteger contra
complicacbes da sepse.

Pacientes do sexo masculino, ao contrario, apresentam maior sensibilidade
para infec¢do relacionada com um alto nivel citocinas pro-inflamatéria tal como IL-6
(OFFER et al., 1996).
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Existem controversas na agdo da prolactina sobre o processo inflamatorio,
mostrando efeitos ora estimulatérios ora inibitérios. Alguns pesquisadores
verificaram que uma acentuada hiperprolactinemia durante a inflamacéo sistémica,
diminuiria a sobrevida e geraria uma profunda supressdo das funcdes imunes
(REINER et al., 2003). Por outro lado, René et al. (1995), baseados nas medidas
das funcdes imune dos linfécitos, sugeriram que a prolactina poderia ser util no

tratamento de choque hemorragico que induz imunossupressao.

18



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Verificar possiveis alteragdes nos aspectos morfofuncionais do pulméo
durante a sepse induzida pela ligacdo e perfuracdo do ceco (CLP) em ratos com

hiperprolactinemia induzida pelo sulpiride.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar a lesdo pulmonar aguda através da contagem de células no lavado
broncoalveolar, do edema pulmonar, avaliagdo histologica, avaliacao
morfometrica, e avaliagéo da celularidade.

» Analisar os parametros ventilatorios (Volume Corrente, Volume Pulmonar,

Frequéncia Respiratdria) durante a sepse.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1Animais utilizados

Foram utilizados 48 ratos albinos Wistar, pesando entre 250 e 300 gramas,
provenientes do Biotério da Universidade Federal de Alfenas (Unifal-MG). Os
animais foram mantidos em sala climatizada (23+2°C), em caixas de polipropileno,
em no maximo 5 animais por caixa, com livre acesso a agua e alimento, durante
todo experimento, e em obediéncia ao ciclo circadiano de claro/escuro. Os animais
passaram por um periodo de adaptacdo ao ambiente de experimentacdo por sete
dias. Todos os procedimentos com 0s animais foram aprovados pelo comité de
ética em experimentacao animal da Unifal-MG.

Os animais foram tratados com veiculo (salina) ou sulpiride trinta minutos
antes da cirurgia ficticia (CF) e da cirurgia ligadura e perfuracéo do ceco (CLP)

Desta forma, temos 0s seguintes grupos experimentais:

1- Salina/CF

2- Salina/CLP

3- Sulpiride/CF

4- Sulpiride/CLP

3.2 Delineamento do experimento

Foram utilizados seis animais para cada grupo experimental e os diferentes
parametros foram avaliados 6 ou 24 horas apds a realizagcdo dos procedimentos

cirdrgicos.
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[ ANIMAIS }

\ 4

[ SALINA (0,1mL/Kg) } [ SULPIRIDE(4,0mg/Kg)}

I , |

[ CLP (n=6) }[ CF (n=6) } [ CLP (n=6) ][ CF (n=6) }

\ 4

P
SACRIFICADOS }

-

4
[ 6 HORAS } [ 24 HORAS }

Figura 2 — Esquema de delineamento do experimento
Fonte: Do autor

Os 6 animais de cada grupo foram submetidos as andlises: hormonal; do
lavado broncoalveolar; morfologica (alteragbes do tecido pulmonar e estudo da
celularidade); morfométrica; da ventilacao e da pressao arterial.

Todos os procedimentos foram realizados nos Laboratorios de Fisiologia e de
Patologia da UNIFAL-MG, com excecdo da analise da dosagem hormonal,
executada no Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
(FMRP) da Universidade de S&o Paulo (USP).
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3.3 Modelo experimental de sepse

3.3.1 Cirurgia de ligadura e perfuracéo do ceco (CLP)

A cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco foi realizada conforme descrito por
Wichterman et al. (1980). Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (TBE)
(250 mg/Kg de peso corporal). Apos a anestesia, a regido abdominal foi depilada e
feita a assepsia com alcool 70%, e realizada uma incisdo de aproximadamente 2,5
centimetro na porcéo inferior ao abdémen. Primeiramente cortou-se a camada da
pele e em seguida a camada muscular. O ceco foi retirado da cavidade abdominal e
a luz intestinal foi reduzida por uma ligacdo acima da valvula ileo-cecal, para evitar a
interrupcdo do transito intestinal. O ceco foi perfurado em locais avasculares,
diferentes e proximos, por 10 vezes, com uma agulha de 18G, com o
extravasamento de pequena quantidade do contetdo cecal, ap6s compressao. O
segmento intestinal foi recolocado na cavidade abdominal e a incisdo na camada da
pele e muscular foi fechada com fio de Nylon 3.0. Todos os animais receberam 1,0
ml de NacCl (0,9 %) depois da cirurgia para reposicéo da volemia, e tiveram acesso a
agua e a racao.

3.3.2 Cirurgia ficticia (CF)

Os animais foram manipulados da mesma forma, exceto pela néo realizagcao
da ligadura e da perfuracdo do ceco, de tal forma, que o 6rgéo foi recolocado na
cavidade abdominal seguido de sutura na camada da pele e muscular, com fio de
Nylon 3.0. Todos os animais receberam 1,0 mL de NaCl (0,9%) apés a cirurgia para

reposicdo da volemia, e tiveram acesso a agua e a racgao.
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3.4 Coleta do sangue para andalise hormonal

A veia jugular dos ratos foram canuladas 24 horas antes do inicio dos
experimentos. Vinte quatro horas apos a canulacao, foi feita a primeira coleta e a
mesma foi considerada como controle. Imediatamente ap6s a primeira coleta, foi
administrado via intraperitoneal (ip) salina ou sulpidide. Ap6s meia hora dessa
administracéo (salina ou sulpiride) foi realizada uma segunda coleta (ver tempo 0 no
grafico 1). Imediatamente apds essa segunda coleta foi feita a cirurgia CLP para
inducdo da sepse bem como a cirurgia ficticia. As outras coletas foram feitas apos 1,
2, 4 e 6 horas da cirurgia (ver protocolo em linha abaixo). Apés cada coleta do
sangue, os animais receberam 1,0 ml de solucéo salina, para reposicdo do volume
plasmatico.

As amostras de sangue foram mantidas em tubos heparemizados e em
seguida centrifugadas em 3000 rpm, a 4°C, por 15 minutos. As aliquotas de plasma
coletadas foram mantidas a - 20°C até o momento das dosagens de prolactina.

A dosagem hormonal de prolactina foi realizada pela técnica de
radioimunoensaio.

Para a coleta de sangue os animais foram anestesiados com tribromoetanol
(TBE) (250 mg/Kg de peso corporal), para introdu¢do de uma canula na veia jugular,
de onde foram retirados 300uL de sangue de cada animal dos quatro grupos:
Salina/CF, Sulpiride/CF, Salina/CLP e Sulpiride/CLP.

Protocolo em linha

-1dia -1/5 0 1 2 4 6 horas
Cirurgia
sham/CLP
7 )
canulagdo salina
veia ou
Sulpiride
i) COLETAS
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3.5 Coleta do lavado broncoalveolar (LBA)

Os animais (n=6 por grupo) foram anestesiados com (TBE) (250 mg/Kg de
peso corporal) e submetidos a ligadura e perfuracdo do ceco CLP e a cirurgia
ficticia CF.

Ap6s 6 ou 24 horas das cirurgias os animais foram anestesiados e
tragueostomizados para a coleta do LBA, como descrito por Tavares de Lima et al.
(1998) e Bozinovski et al., (2004).Foi feita uma pequena incisdo na regidao do
pescoco para exposicdo da traquéia. Uma linha de nylon foi colocada abaixo da
traqueia, facilitando assim sua exposicdo onde foi feita pequena incisdo para
introducdo de canula de polietileno até o pulmdo. Uma seringa de plastico de 3,0
mL, contendo solucdo salina tamponada (PBS) estéril, a 37°C, foi adaptada nesta
canula para introducao do contetdo.

Foram aspirados 3,0 mL do lavado broncoalveolar para coleta do exsudato
inflamatorio. O procedimento foi repetido por cinco vezes consecutivas, sendo que
este volume total foi colocado em um ependorf. Logo em seguida o material foi
centrifugado em 3000 rpm, a 4°C, por 15 minutos.

Para a contagem do numero de células o sobrenadante foi descartado e
acrescentou-se 1,0 mL de PBS para analise da viabilidade celular. A contagem das

células foi realizada na camara de Neubauer.

3.6 Coletado pulméo para avaliacdo do edema pulmonar

Os animais (n=6 por grupo) foram anestesiados com (TBE) e submetidos a
ligadura e perfuracéo do ceco CLP e a cirurgia ficticia CF.

Apbs 6 ou 24 horas os animais foram anestesiados com (TBE), e feita uma
abertura no torax para a retirada do pulméo esquerdo, que imediatamente foi pesado
e transferidos para uma estufa & 80°C por 72 horas. A diferenca de peso Umido/seco

dos pulmdes dos animais foi entdo determinada.
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3.7 Avaliagao invasiva da pressao arterial

Os animais (n=6 por grupo) foram anestesiados com (TBE) e submetidos a
ligadura e perfuracédo do ceco (CLP) e a (CF) cirurgia ficticia.

Apls 24 das cirurgias, os animais foram novamente anestesiados e foi
introduzida uma cénula na femural contendo solucao salina e heparina a 0,2%.

A medida da pressao arterial foi realizada através de um transdutor de
pressdo e um conversor analitico-digital (Biopac MP-100) acoplado a um

computador.

3.8 Coleta do pulmé&o para andlise histopatolégica, morfométrica e da

celularidade

Os animais (n=6 por grupo) foram anestesiados e submetidos a ligadura e
perfuracéo do ceco (CLP) e a cirurgia ficticia (CF).

Apos 6 e 24 horas do procedimento cirdrgico os animais foram novamente
anestesiados para abertura do torax e exposicdo do ventriculo direito, para
realizacdo de técnica de perfusdo tecidual. A perfusdo foi realizada utilizando
seringa de 20 mL adaptada a uma agulha de gavagem e inserida no ventriculo
direito, contendo inicialmente 20 mL de solucdo a 2% de soro fisiolégico e heparina,
e posteriormente, de 20 mL do fixador paraformaldeido (pH 7,4 a 0,1 M).

Logo em seguida o pulmao direito foi retirado, fixado em solugdo de
paraformaldeido (pH 7,4 a 0,1M) e imediatamente levados para a camara a vacuo

por 20 minutos, para acelerar a penetracao do fixador.

3.8.1 Processamento histologico para microscopia dos pulmdes

Os fragmentos de pulmdes foram processados rotineiramente (desidratados,
diafanizados e incluidos em parafina). Os blocos de parafina foram cortados no
micrétomo rotativo manual da marca Lupe, em seis sec¢des semi seriadas (1:10)
com 4 um de espessura. As laminas foram coradas pela técnica de Hematoxilina e

Eosina (HE) e analisadas para microscopia de luz (Olympus CX40), de acordo com
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seus aspectos quantitativos (morfometria e celularidade) e qualitativos (analise
histolégica).

3.9 Quantificacdo dos parametros morfométricos e da celularidade

A analise morfométrica e a celularidade dos pulmdes foram realizada através
da técnica convencional de contagem de pontos (“point-couting”) segundo Weibel
(1990), utilizando-se uma ocular, contendo um sistema de referéncia de 100 pontos

e 50 linhas dispostas em paralelo (Figura 3) acoplada ao microscépio de luz.

Figura 3 — Reticulo com 100 pontos e 50 retas utilizado
para guantificacdo dos parametros
morfométricos e de celularidade.

Fonte: WEIBEL, 1990

3.9.1 Andlise morfométrica
Para quantificar a fracao de area ocupada por alvéolos normais, colapsados e

hiperinsuflados, foram avaliados dez campos aleatdrios e ndo coincidentes, por

lamina, em aumento de 200x, como descrito por Weibel (1990).
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3.9.2 Andlise da celularidade

Em um aumento de 1000x foram quantificados: tecido pulmonar, células
polimorfonucleares (PMN-neutrofilos) e mononucleares (MN- macrofagos, linfocitos),
em dez campos aleatorios e ndo coincidentes. O tecido pulmonar foi avaliado
através do nimero de pontos do campo que coincidem com a area de tecido e ndo
sobre o espaco aéreo. Assim, o resultado foi apresentado como fracdo de area de
tecido pulmonar. Os PMN e MN, foram quantificados os numeros de células
presentes no septo alveolar, no espaco alveolar e o numero total de cada tipo
celular, bem como a celularidade total (PMN + MN).

3.9.3 Andlise histopatologica

As laminas da analise histopatol6gica foram observadas e descritas nos
aumentos de 100x, 200x e 400x.

3.10 Ventilagdo Pulmonar

Seis animais de cada grupo foram anestesiados com (TBE) e submetidos a
sepse através da ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) e a cirurgia ficticia (CF), e
apos 6 ou 24 horas foram avaliados quanto a frequéncia respiratéria, o volume
corrente e o volume pulmonar.

As medidas da ventilacdo pulmonar (VE) foram obtidas por pletismografia de
corpo inteiro, como descrito por Bartlett e Tenney (1970). Os ratos permaneceram
dentro de uma camara vedada com volume de ar corrente aquecido, a uma
temperatura equiparada a corporal e com saturacdo de vapor de agua. Ao expirar, 0
volume de ar corrente do animal foi resfriado até a temperatura da camara, gerando
perda de vapor de agua. Nessa situacdo de aquecimento e umedecimento do ar
inspirado e o resfriamento e a desidratagéo do ar expirado pequenas mudancas de
pressdo ocorrem e podem ser detectadas por um transdutor sensivel conectado a
camara de acrilico, onde o animal se locomove livremente. A camara estava
equipada com um termdémetro e uma seringa para calibragcéo.e tinha conexdo com

um transdutor diferencial de pressédo e com outra camara de referéncia que evitava
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artefatos de medida provocados pela variacdo de pressdo dentro do laboratério,
como a abertura de portas.

Durante as medidas de ventilacdo o fluxo foi interrompido, e a camara selada
por curtos periodos de tempo (~ 2 minutos) para que as oscilagdes na temperatura
do ar causadas pela respiracdo pudessem ser medidas como oscilagdes na presséo.
Os sinais detectados pelo transdutor diferencial de pressao foram coletados por um
registrador o qual foi conectado a um conversor analogico-digital que permitiu a
digitalizacdo dos sinais por um microcomputador, utilizando-se um programa de
aquisicdo de dados. A andlise dos dados foi feita no programa Excel, permitindo a
obtencdo da frequéncia respiratéria (Fr) e da amplitude do sinal (P1). O volume
corrente (V) foi calculado através da formula abaixo, descrita por Bartlett e Tenney
(1970). A calibracdo do volume foi feita antes e durante cada experimento por
injecdo na camara de 1 mL de ar (volume conhecido) usando-se uma seringa
graduada. A ventilagdo pulmonar foi calculada multiplicando-se o Vt pela Fr.
Segundo Bartlett e Tenney (1970) medidas diretas de VE por pneumotacografia

resultam em valores bastante préximos daqueles obtidos por pletismografia.

V:=PT X VKX TC x (PB = PC)
PK TR (PB-PC) — TC x (PB-PR)
Th

Simbolos da equacéo:

VT: Volume de ar corrente.

VK: Volume de ar injetado na camara do animal para calibracéo.

PT: Deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar corrente.
PK: Deflexdo de presséo associada ao volume injetado para calibracéo.
Thb: Temperatura corporal (em Kelvin)

TC: Temperatura do ar dentro da camara do animal.

PB: Pressao barométrica.

PR: pressédo de vapor de agua a temperatura corporal.

PC: presséo de vapor de agua na camara do animal.

TR: temperatura ambiente

28



3.11 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da meédia.
Para comparagcdo de duas médias foi aplicado o teste “t” de Student. Para
comparacao de trés ou mais meédias aplicou-se a analise de variancia (One-way)
seguido do pos-teste de Newman-Keuls, quando apropriado. O nivel de significancia

para rejeicdo da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (p<0.05).
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4 RESULTADOS
4.1 Analise da dosagem da prolactina (ng/ml)

Foi observado que a injecdo intraperitoneal (ip) de sulpiride causou um
aumento na concentracdo plasmatica de prolactina quando comparado com 0s ratos
pré-tratados com salina ip, sendo que essa hiperprolactinemia foi mantida durante
todos os periodos de coleta (tempo 0 até 6, grafico 1). Além disso, observamos que
a sepse induzida pelo CLP causou uma elevacao de prolactina plasmética sendo

que essa elevacao ocorreu apenas 1 hora apos a cirurgia (grafico 1).

—O— Salina/CF —a— Salina/CLP
—— Sulpinde/CF - —e— Sulpiride/CLP

120 -

80 4

Prolactina (ng/ml)

Tempo (h)

Gréfico 1 — Concentragdo da prolactina de ratos (n=6 por
grupo), A coleta do sangue foi realizada (hora zero)
antes da cirurgia, e depois 1, 2, 4 e 6 horas apés
CLP ou CF.

Fonte: do autor.
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4.2 Contagem do numero de células no lavado broncoalveolar (LBA)

Quanto ao numero de células no LBA, foi observado um aumento em 6 horas
(p<0.05; grafico 2A) e em 24 horas (p<0.05; grafico 2B) no grupo pré-tratado com
salina e submetidos a CLP, quando comparado com o grupo pré-tratado com salina
e submetidos a cirurgia ficticia CF. O pré-tratamento com sulpiride ndo alterou o
namero de células no LBA nos animais submetidos a CF, no entanto, provocou um
incremento (p<0,05) no numero de células no grupo pré-tratado com sulpiride e
submetido a CLP quando comparado com o grupo pré-tratado com sulpiride e
submetido a cirurgia ficticia CF, tanto em 6 horas, como em 24 horas ap0s a
realizacdo da cirurgia (grafico 2A e 2B). No grupo pré-tratado com sulpiride e
submetido a CLP, foi observado também um aumento no nimero de células em 24
horas (p<0.05; gréafico 2B), quando comparado com o grupo pré-tratado com salina e
submetido a CLP.

Grupo 6 horas (A) Grupo 24 horas (B)
- 30
‘05 % 1 Salina * = 805 *#
- B Sulpiride e 70- = Salina
G 254 60 Il Sulpiride »
— (7] -
- * 8
S 04 T S 504 —|—
8 151 § 404

304

o 104 o
S g 20+
§ 54 |;—_l E 104
< 9 2 o1

CF CLP CF CLP

Grafico 2 — Numero de células do lavado broncoalveolar de ratos (n=6 por grupo) tratados com
sulpiride e salina e submetidos a CLP ou CF, sacrificados em 6 horas (A) ou 24 horas
(B). Valores expressos como média + DP. * p<0,05 comparado com grupo controle; #
p<0,05 comparado com grupo Salina+CLP.

Fonte: do Autor
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4.3 Analise do edema pulmonar

Quanto a andlise do edema pulmonar, ndo foi observado em 6 horas
alteracdes significativas entre os grupos estudados (grafico 3A). No entanto, em 24
horas o grupo pré-tratado com salina e submetido a CLP, mostrou um aumento no
peso dos pulmdes (p<0,05; grafico 3B), quando comparados com O grupo pré-
tratados com salina e submetidos a cirurgia ficticia, o mesmo efeito foi observado no
grupo pré-tratados com sulpiride e submetidos a cirurgia ficticia.

Grupo 6 horas (A) Grupo 24 horas (B)

- 2+

E =1 Salina = Salina
oS | = Sulpiride =) B Sulpiride * *
S 2 T
E |+ T £
& 1 % 1+
= g =
o b2
8 [
-+ o

0 e

CF CLP CF CLP

Gréfico 3 — Avaliagcao do edema pulmonar de ratos (n=6 por grupo) tratados com sulpiride e salina
e submetidos a CLP ou CF, sacrificados em 6 horas (A) ou 24 horas (B). Valores
expressos como média + DP * p<0,05 comparado com grupo controle.

Fonte: do Autor
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4.4 Andlise da presséo arterial

Quanto a analise da presséo arterial, foi observado que apds 24 horas a
realizacdo da CLP houve uma queda na pressao arterial (p<0,05; grafico 4) no grupo
pré-tratado com salina e submetido a CLP, quando comparado com 0 grupo pré-
tratado com salina e submetido a cirurgia ficticia CF. O grupo pré-tratado com
sulpiride e submetido a CLP, quando comparado com o grupo pré-tratado com
sulpiride e submetido a cirurgia ficticia CF, mostrou também uma queda na presséo

arterial de 40 (mmHg), (p<0,05; grafico 4).

Grupo 24 horas

S 125- =1 Salina

:!E: I Sulpiride
100+

£roof T .

.

2

< 50

o]
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o
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CF CLP

Gréfico 4 — Avaliac@o da pressdo arterial de ratos (n=6 por
grupo) tratados com sulpiride e salina submetidos
a CLP ou CF, sacrificados apos 24 horas. Valores
expressos com média + DP. ’ p<0,05 comparado
com o grupo controle.

Fonte: do Autor
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4.5 Andalise morfométrica

Quanto a analise morfométrica do tecido pulmonar normais, foi observado uma
reducdo na percentagem dos alvéolos pulmonares em 6 horas (p<0.05; grafico 5A) e
em 24 horas (p<0.05; grafico 5B) no grupo pré-tratado com sulpiride e submetido a
cirurgia ficticia CF e no grupo pré-tratado com salina e submetido a CLP, quando
comparados com o grupo pré-tratado com salina e submetido a CF. No grupo pré-
tratado sulpiride e submetidos a CLP também foi observado uma queda acentuada
na percentagem dos alvéolos pulmonares normais as 6 horas (p<0.05; grafico 5A) e
as 24 horas (p<0.05; grafico 5B) quando comparado com o grupo pré-tratado com
sulpiride e submetido CF, e com o grupo Salina+CLP.

Quanto os alvéolos pulmonares colabados, foi observado um aumento em 6
horas (p<0.05; grafico 5A) e em 24 horas (p<0.05; grafico 5B) no grupo pré-tratado
com sulpiride e submetido a cirurgia ficticia CF, e no grupo pré-tratado com salina e
submetido a CLP, quando comparados com o grupo pré-tratado com salina e
submetidos a CF. No grupo pré-tratado com sulpiride e submetido a CLP, observou-
se um aumento nos alvéolos colabados as 6 horas (p<0.05; grafico 5A) e as as 24
horas (p<0.05; grafico 5B), quando comparado com o0 grupo pré-tratado com
sulpiride e submetido a CF, com o grupo pré-tratado com salina e submetidos a

CLP, e com grupo pré-tratado com salina e submetidos a CF.
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Gréfico 5 - Percentagem de alvéolos pulmonares normais e colapsados de ratos (n=6 por grupo) tratados com sulpiride e salina,
e submetidos a CLP ou CF sacrificados em 6 horas (A) ou 24 horas (B). Valores expressos como DP. * p<0,05
comparado com o grupo controle ,*p<0,05 comparado com o grupo Salina+CLP, " p<0,05 comparado com o grupo
Sulpiride+CF.

Fonte: do Autor
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4.6 Analise da celularidade

Quanto a analise da celularidade, foi observado um aumento em 6 horas
(p<0.05; grafico 6A) no numero de polimorfonucleares (PMN), e de mononucleares
(MN) no grupo pré-tratado com salina e submetidos a CLP, no grupo pré-tratado
com sulpiride e submetidos a CLP, e no grupo pré-tratado com sulpiride e
submetidos cirurgia ficticia CF, quando comparados com o grupo pré-tratado com
salina e CF. No grupo pré-tratado com sulpiride e submetidos a CLP, foi observado
um aumento (p<0.05; grafico 6A) no numero de polimorfonucleares PMN e de
mononucleares MN, quando comparado com o grupo pré-tratado com salina e
submetido a CLP, e com o grupo pré-tratado com sulpiride e submetido a CF.

Em 24 horas, foi observado um aumento (p<0.05; grafico 6B) no nimero de
mononucleares MN no grupo pré-tratado com sulpiride e submetido a CF, no grupo
pré-tratado com sulpiride e submetido a CLP, quando comparados com o grupo pré-
tratado com salina e submetido a CF, e houve um aumento (p<0.05; grafico 6B) no
namero de PMN, no grupo pré-tratado com salina e submetido a CLP, no grupo pré-
tratado com sulpiride e submetido a CLP, qguando comparados com 0 grupo pré-
tratado com salina e submetido a CF, no entanto, no grupo pré-tratado com sulpiride
e submetido a CLP, foi observado um aumento (p<0.05; grafico 6B) no numero de
MN e de PMN quando comparados com o grupo pré-tratado com salina e submetido
a CLP, e quando pré-tratado com sulpiride e submetido a CF.
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Gréfico 6 - Percentagem das células polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN) dos pulmdes de ratos (n=6 por
grupo) tratados com sulpiride e salina e submetidos a CLP ou CF, sacrificados em 6 horas (A) ou 24 horas (B).
Valores expressos como média + DP. * p<0,05 comparado com grupo controle; * p<0,05 comparado com grupo
Salina/CLP, * p<0.05 comparado com o grupo Sulpiride/CF.

Fonte: do Autor

35



4.7 Anélise histopatoldgica

4.7.1 Animais pré-tratados com salina e sulpiride, submetidos a cirurgia ficticia CF e

sacrificados em 6 horas.

Nos animais pré-tratados com salina, submetidos a cirurgia ficticia CF o
aspecto morfolégico pulmonar estava proximo do normal , exceto pela presenca de
poucas células inflamatorias (Fotografia 1A).

J& nos animais pré-tratados sulpiride, submetidos a cirurgia ficticia CF notou-
se aumento das células inflamatérias com ligeiro espessamento localizado dos

septos interalveolares (Fotografia 1 C).

4.7.2 Animais pré-tratados com salina e sulpiride, submetidos a CLP e sacrificados

em 6 horas.

Nos animais pré-tratados com salina, submetidos a CLP observou-se
hiperemia, edema intersticial e alveolar discretos, localizados; hemorragia intersticial
e alveolar também discreta, mais disseminada. Foi notado por todo o parénquima
alveolar Infiltrado inflamatério de PMN, predominantemente neutrdfilos. Areas com
moderado colapso alveolar também foram notadas (Fotografia 1 B).

Ja nos animais pré-tratados sulpiride, submetidos a CLP houve agravamento
dos aspectos notados no grupo CLP salina. Notou-se aumento dos septos
interalveolares pelo edema intersticial, pela hemorragia e por células inflamatérias

predominantemente neutrofilicas, difusamente distribuidas (Fotografia 1 D).
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Fotografia 1 — Fotomicrografias do parénquima pulmonar, representando a arquitetura alveolar.
(A) Animais submetidos a Salina+CF mostram areas de alvéolos sem alteragfes
expressivas. (B) Animais submetidos a Salina+CLP mostram &reas com alvéolos
colapsados e infiltrado inflamatério. (C) Animais submetidos a Sulpiride+CF
mostram &reas de discreto infiltrado inflamatério. (D) Animais submetidos a
Sulpiride+CLP mostram areas com alvéolos colapsados, espessamento dos
septos e infiltrado inflamatério difuso e moderado. Aumento 20x.

Fonte: do Autor
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4.7.3 Animais pré-tratados com salina e sulpiride e submetidos a cirurgia ficticia CF
e sacrificados em 24 horas.

Nos animais pré-tratados com salina e submetidos a cirurgia ficticia CF o
aspecto morfolégico pulmonar, estava proximo do normal e presenca de poucas
células inflamatorias. (Fotografia 2A).

Nos animais pré-tratados com sulpiride e submetido a cirurgia ficticia CF
notou-se um aumento de células inflamatorias distribuidas difusamente com
presenca de alvéolos proximos ao normal ao lado de outros colapsados.
(Fotografia 2C).

4.7.4 Animais pré-tratados com salina e sulpiride e submetidos a CLP e

sacrificados em 24 horas.

Nos animais pré-tratados com salina e submetidos a CLP salina observou-se
hiperemia, edema intersticial e alveolar de discretos a moderados e difusamente
distribuidos; hemorragia intersticial e alveolar mais disseminada; infiltrado
inflamatorio de PMN, moderado e difuso predominantemente neutrofilico,; aumento
das areas de colapso alveolar (Fotografia 2B).

Nos animais pré-tratados com sulpiride e submetidos a CLP houve
agravamento dos aspectos notados no grupo CLP salina, com aumento expressivo
dos septos interalveolares, devido ao edema intersticial, a hemorragia e ao infiltrado
inflamatoério misto, com predominio de neutréfilos, difusamente distribuidos
(Fotografia 2C).
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Fotografia 2 — Fotomicrografias do parénquima pulmonar, representando a arquitetura alveolar.
(A) Animais submetidos a Salina/CF mostram &reas de alvéolos préximos do
normal (B) Animais submetidos a Salina/CLP mostram areas com alvéolos
colapsados, espessamento dos septos e infiltrado inflamatério moderado.(C)
Animais submetidos Sulpiride/CF mostram é&reas com alvéolos préximos ao
normal ao lado de outros colapsados e a presenca de poucas células
inflamatérias difusamente distribuidas. (D) Animais submetidos Sulpiride/CLP
mostram agravamento do colapso alveolar, do espessamento dos septos, e
aumento na intensidade do infiltrado inflamatério difuso, de moderado a intenso.
Aumento 20x.

Fonte: do Autor.
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4.8 Analise da ventilagéo

4.8.1 Volume corrente (ml/Kg)

Quanto ao volume corrente (ml/Kg) em 6 horas, ndo foram observado
alteracdes entre os grupos estudados (grafico 7A), no entanto, foi observado em 24
horas uma queda (p<0,05; grafico 7B) no grupo pré-tratado com sulpiride e
submetidos a cirurgia ficticia CF, no grupo pré-tratado com salina e submetidos a
CLP, no grupo pré-tratado com sulpiride e submetido a CLP, quando comparados
com o grupo pré-tratado com salina e submetido a cirurgia ficticia CF . No grupo pré-
tratado com sulpiride e submetido a CLP, foi também observado uma queda no
volume corrente de (p<0,05; grafico 7B), quando comparado com o0 grupo pré-
tratado com salina e submetido a CLP.

Grupo 6 horas (A) Grupo 24 horas (B)
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Gréfico 7 - Medida do Volume Corrente VT/mlI/Kg, de ratos (n=6 por grupo), tratados com
sulpiride e salina, e submetidos a CLP ou CF, sacrificados em 6 horas (A) ou 24
horas (B). Valores expressos como média + DP.* p<0,05 comparado com grupo
controle, #p<0,05 comparado com o grupo Salina+CLP.

Fonte: do Autor
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4.8.2 Volume pulmonar (ml/Kg/min)

Quanto ao volume pulmonar (ml/Kg/min) foi observado um aumento em 6
horas (p<0.05; grafico 8A) no grupo pré-tratado com sulpiride e submetido a
cirurgia ficticia CF, quando comparado com o grupo pré-tratado com salina e
submetido a cirurgia ficticia CF. No grupo pré-tratado com salina e submetido a
CLP, foi observado uma queda em 24 horas (p<0.05; grafico 8B), quando
comparado com o grupo pré-tratado com salina e submetido a cirurgia ficticia CF, e
uma queda (p<0.05; grafico 8B), no grupo pré-tratado com sulpiride e submetido a
CLP, quando comparado com o grupo pré tratado com sulpiride a submetido a

cirurgia ficticia CF.
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Grafico 8 - Medida do Volume pulmonar de ratos (n=6 no grupo), tratados com sulpiride e salina e
submetidos a CLP ou CF, sacrificados em 6 horas (A) ou 24 horas (B). Valores
expressos como média + DP. " p<0,05 comparado com o grupo controle.

Fonte: do Autor
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4.8.3 Frequéncia respiratoria (ciclos/min)

Quanto a frequiéncia respiratéria ndo houve alteracdo entre os grupos em 6
horas, no entanto, foi observado um aumento em 24 horas de (p<0,05; grafico 9A)
no grupo pré-tratado com sulpiride e submetido a cirurgia ficticia CF, quando
comparado com o grupo pré-tratado com salina e submetido a cirurgia ficticia CF, no
entanto, no grupo pré-tratado com sulpiride e submetido a CLP, foi observado um
aumento de (p<0,05; grafico 9B) quando comparado com 0 grupo pré-tratado com

salina e submetido a CLP.
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Grafico 9 - Medida da Frequéncia respiratéria, de ratos (n=6 por grupo), tratados com sulpiride
e salina e submetidos a CLP ou CF, sacrificados em 6 horas (A) ou 24 horas (B).
Valores expressos como média + DP. * p<0,05 comparado com grupo controle, # p<
0,05 comparado com o grupo Salina +CLP.

Fonte: do Autor
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5 DISCUSSAO

A sepse € caracterizada por ser um processo inflamatorio sistémico, devido a
uma infeccéo, seguida pela faléncia mdultipla dos orgaos (BAKER et al., 1994), Os
achados histopatoldgicos encontrados durante a sepse s&o: presenca de edema
intersticial e alveolar, acumulo de neutrofilos e macréfagos, aréas com hemorragia, e
evidéncias de lesdo endotelial e do epitélio, muitas vezes com desnudamento
destes.

De acordo com os autores Bone et al. (1997), Parrillo, (1993), Thiemermann,
(1997), Schmidt et al. (2001), Sharshar et al. (2003), a sepse estd associada com
profunda alteracdo cardiovascular caracterizada por hipotensdo e diminuicdo da
resisténcia sistémica, da contratibilidade do miocardio, e da sensibilidade dos
barorreceptores arteriais. Segundo Godin e Buchman (1996) e Toweill et al. (2000),
a sepse humana resulta em uma queda na variabilidade da frequiéncia cardiaca e da
oscilacdo na pressao arterial. Isto indica um desacoplamento entre sistema nervoso
autdbnomo e cardiovascular.

Para o estudo da interferéncia da hiperprolactinemia na sepse foi
utilizado, neste trabalho, o sulpiride e para obtencao da sepse a técnica de ligadura
e perfuracdo do ceco (CLP). A CLP permite o extravasamento do conteudo fecal
para a cavidade peritoneal com um aumento na probabilidade de causar a sepse e
consequente lesdo pulmonar aguda, sindrome do desconforto respiratério agudo e
faléncia mdultipla dos 6rgdos (BAKER et al., 1980). Esse modelo imita as fases
hemodinamica e metabdlica da sepse humana, e a resposta imune ao evento
(REMICK et al., 2000).

Em nossos experimentos o0s animais submetidos a cirurgia CLP,
desenvolveram sinais clinicos de sepse incluindo, erecdo dos pelos, letargia e
diarréia. Esses achados estdo de acordo com os autores, Benjamim et al. (2000),
Correa et al. (2007), Salkowski et al. (1998), Torres-Duenas et al. (2006).

Para o estudo da interferéncia da hiperprolactinemia na sepse foi utilizado,
neste trabalho, o sulpiride e para obtencdo da sepse a técnica de ligadura e
perfuracdo do ceco (CLP). A CLP permite o extravasamento do conteudo fecal para
a cavidade peritoneal com um aumento na probabilidade de causar a sepse e

consequente lesdo pulmonar aguda, sindrome do desconforto respiratério agudo e
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faléncia multipla dos 6rgdos (BAKER et al., 1980). Esse modelo imita as fases
hemodindmica e metabdlica da sepse humana, e a resposta imune ao evento
(REMICK et al., 2000).

No presente estudo, a inducdo de sepse pela CLP mostrou, na analise do
lavado broncoalveolar, um aumento no namero de leucécitos, nos animais pre-
tratados com salina e submetidos a CLP, quando comparados com nos animais pré-
tratados com salina e submetidos a cirurgia ficticia (CF), e nos animais pré-tratados
com sulpiride e submetidos a CLP, quando comparados com 0s animais pré-tratados
com sulpiride e submetidos a cirurgia ficticia apds 6horas. No grupo de 24 horas
houve mesmo aumento de leucécitos, no entanto, no grupo pré-tratado com sulpiride
e submetido a CLP houve um aumento de leucdcitos, quando comparado com o
grupo pré-tratados com salina e submetido a CLP.

Paralelamente a esses achados, a andlise da celularidade nos grupos de
animais 6 horas ou 24 horas, mostraram que 0s animais pré-tratados com salina e
submetidos a CLP, os animais pré-tratados com sulpiride e submetidos a CLP, e os
animais pré-tratados com sulpiride e submetidos a cirurgia ficticia, quando
comparados com 0s animais pré-tratados com salina e submetidos a cirurgia ficticia
CF, revelou um aumento no namero de polimorfonucleares (PMN) e mononucleares
(MN). Em adicdo, o grupo de animais de 24 horas pré-tratados com sulpiride e
submetidos a CLP quando comparado com o0s animais pré-tratados com salina e
submetidos a CLP, foi observado um aumento significativo de neutréfilos e
macréfagos. Tal achado sugere que o sulpiride, atuando possivelmente pelo
aumento dos niveis da prolactina, modula o processo inflamatério no pulméo de
ratos sépticos.

Estudos anteriores demonstraram que o aumento de leucdcitos desempenha
um papel central na resposta inflamatéria e imunolégica, e é controlado por varias
moléculas de sinalizacéo e adeséao (EBNET et al.,1996). A adesao dos leucocitos ao
endotélio proporciona fixacdo e medeia a sua migragéo transepitelial, estimulada por
fatores quimiotaticos produzidos no microambiente local. A prolactina age nas
células inflamatorias circulantes estimulando as integrinas dos leucocitos funcionais
gue medeiam a adeséo desses ao endotélio (PAVEL et al., 2005). De acordo com
autores como Bole et al. (1998), as células inflamatérias apresentam receptores para

prolactina, o que é consistente com os achados de Kooijman et al. (1996), Dogusan
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et al. (2001), Matera et al. (2001), Bouchard et al. (1999) que relacionam a prolactina
ao estimulo das células T, células B, células NK, macréfagos, neutrofilos, células
hematopoiéticas e células apresentadoras de antigeno.

Nossos estudos demonstraram que nos animais pré-tratados com salina e
submetidos CLP e nos animais pré-tratados com sulpiride e submetidos a CLP, tanto
do grupo de 6 horas quanto no de 24 horas, houve um aumento significativo no
namero de neutréfilos. Segundo Zemans et al. (2009) e Albertine et al. (2002),
namero elevado de neutréfilos pode danificar o epitélio alveolar, provavelmente pela
liberacdo de mediadores quimicos e moléculas intracelulares que induzem a
dissolugdo das juncdes comunicantes entre o epitélio alveolar, bem como pela
inducdo de apoptose e necrose dos pneumdacitos tipo | e Il. Esses mediadores
guimicos incluem elastase, peptideos catidnicos e espécies reativas de oxigénio.

Em adicdo, os resultados mostraram aumento no numero de macrofagos nos
animais pré-tratados com salina e submetidos CLP e nos animais pré-tratados com
sulpiride e submetidos a CLP. Recentes estudos indicaram uma marcada depressao
na capacidade dos macrofagos e sua liberacdo de citocinas inflamatérias, em
animas CLP com sepse de 24 horas, e associaram-na a uma severa
immunossupressao. Tal disfuncdo dos macrofagos na sepse tardia poderia reduzir
drasticamente, a habilidade dos animais para controlar os efeitos letais da sepse.
(AYALA et al., 1996; AYALA et al., 1990).

Lesdo vascular aguda causada pela liberacdo de mediadores quimicos
aumenta a permeabilidade no nivel da micro-circulacdo pulmonar, resultando na
formacdo de edema de alto teor protéico o que dificulta as trocas gasosas. As
interleucinas liberadas pelos leucdcitos facilitam a quimiotdxia e consequetemente a
migracdo de um grande numero de neutrofilos e macréfagos (STAUB, 1974; 1981).
Considera-se que a lesdo vascular pulmonar é a causa inicial mais importante da
LPA/SDRA (MICHAEL et al., 2010). No presente estudo, o Grupo de 6 horas nao
mostrou edema pulmonar significativo. Entretanto, no Grupo de 24 horas houve um
aumento no peso dos pulmdes dos animais pré-tratados com salina e submetidos
CLP, quando comparados com 0s animais pré-trados com salina e submetidos a
cirurgia ficticia CF, sugerindo que os animais pré-tratados com salina e submetidos

CLP, apresentaram uma lesédo pulmonar aguda.
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Existe uma comunicagao bilateral entre o sistema imune e sistema nervoso
central (SNC) (BESEDOVSKY et al.,1985; BLALOCK et al., 1999). Sinais aferentes
atingem o SNC através da circulacdo sanguinea e dos nervos, fornecendo ao
cérebro informacdes sobre a constante mudanca durante a infecgcdo nos tecidos
locais e da resposta inflamatoéria. Um exemplo da interagdo humoral é a presenca da
interleucina-6 (IL-6), uma citocina que funciona como um ativador do eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal, nas respostas da fase aguda durante o estresse.

Durante o choque séptico o SNC, o eixo hipotalamo-hipoéfise, o simpatico e o
parassimpatico estdo freqlientemente posicionados para modular a inflamacéo,
maximizando a capacidade defensiva, e a0 mesmo tempo evitando a toxicidade
sistémica. As manifestacbes mais comuns incluem delirio, fraqueza, alteracdo no
Sistema Nervoso Autébnomo (SNA), disfuncdo do eixo hipotalamo/hipéfise, e
acelerado gasto energético (SCHROEDER et al., 2001). Para Landry et al. (1997) o
choque séptico levaria a uma diminui¢cdo na liberacéo da vasopressina pela hipdfise,
podendo contribuir para a hipotensdo. Em nossos achados, os animais do grupo de
24 horas pré-tratados com salina e submetidos CLP, quando comparados com 0s
animais pré-trados com salina e submetidos a cirurgia ficticia CF, revelaram queda
na pressao arterial, sugerindo que nesses animais, o eixo hipotadlamo/hipofise
encontrava-se em desequilibrio, devido, provavelmente, ao choque séptico.

A liberacdo de mediadores quimicos pelos leucocitos durante a sepse,
estimula a sintese da enzima o6xido nitrico sintetase pelas células do endotélio e a
producdo de NO (Oxido Nitrico) o que contribui para o efeito vasodilatador
caracteristico do choque séptico (KOBAYASHI et al., 1998). O NO leva a hipotenséo
por relaxamento do musculo liso vascular e prejudica o fluxo na microcirculacédo |,
gerando danos em multiplos 6rgdos, como o pulmao, coracéo, e rins, e queda na
atividade simpatica contribuindo ainda mais para a queda da pressao arterial. Em
adicao, alteracdes do eixo hipotalamo/hipofise ocorrerdo pela estimulacdo dos
mediadores quimicos inflamatérios sistémicos que resultam na queda da liberacdo
de vasopressina e consequente queda da pressao arterial.

No presente estudo, foi avaliada a morfometria pulmonar nos grupos de
animais de 6 ou 24 horas. Esses grupos mostraram um significativo aumento de
alvéolos colapsados nos animais pré-tratados com salina e submetidos CLP, quando

comparados com o grupo de animais pré-trados com salina e submetidos a cirurgia
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ficticia CF. Os animais pré-tratados com sulpiride e submetidos CLP, também
mostraram um aumento significativo nos alvéolos colapsados, quando comparados
com o0s animais pré-tratados com salina e submetidos CLP. Em adicdo, os achados
histolégicos revelaram um intenso infiltrado inflamatério predominantemente
neutrofilico, edema, hemorragia, e espessamento dos septos alveolares no grupo de
animais pré-tratados com sulpiride e submetidos CLP (Fotografia 2D), quando
comparados com o grupo de animais pré-tratados com salina e submetidos CLP
(Fotografia 2B).

Segundo Snapper et al. (1985) e Wright et al. (1989), ndo se deve descartar a
relagcdo entre a presenca de células inflamatorias e a hiperreatividade das vias
aéreas, secundarias a inflamacé&o. De acordo com Cai et al. (2009) a saida dos PMN
gue se acumulam na micro-vasculatura pulmonar e tornam-se ativados, leva a
degranulacao e liberacdo de varios mediadores quimicos, o que resulta em aumento
na permeabilidade vascular e perda sustentada da funcdo da barreira endotelial.
Apesar dos neutrdfilos causarem lesdo pulmonar endotelial, esses apresentam um
papel vital para o hospedeiro, especialmente contra a infec¢cao bacteriana.

Para Oliveira et al. (2009) a CLP produz modificacdes histoldégicas do
parénquima pulmonar compativeis com as lesdes de fase aguda, com colapso
alveolar e infiltracdo predominante neutrofilica, resultando em agravamento da
sepse.

No presente estudo, o aumento no nivel de prolactina, induzido pela acao do
sulpiride, provavelmente acentuou o niumero de células inflamatorias neutrofilicas no
pulmdo e relacionou-se com o colapso alveolar, importante fator para o
desenvolvimento da hipoxemia.

Paralelamente a esses achados morfolégicos, a andlise da ventilacdo
pulmonar sugeriu que os grupos de animais de 24 horas, pré-tratado com sulpiride e
submetido a cirurgia ficticia CF, pré-tratado com salina e submetidos CLP, pré-
tratado com sulpiride e submetidos CLP, mostraram uma queda no Volume Corrente
VT, quando comparado com 0s animais pré-tratados com salina e submetidos a
cirurgia ficticia CF, e o grupo de animais pré-tratado com sulpiride, mostrou também
uma queda no Volume Corrente VT, quando comparado com 0 grupo pré-tratado
com salina e submetido a CLP. Em adicdo pré-tratados com salina e sulpiride

submetidos CLP quando comparados respectivamente com 0s animais pré-tratados
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com salina e submetidos a cirurgia ficticia CF, e com os animais pré-tratados com
sulpiride e submetidos a cirurgia ficticia CF, mostraram uma queda no Volume
Pulmonar. Os animais pré-tratados com sulpiride submetidos cirurgia ficticia CF,
guando comparados com 0s animais pré-tratados com salina e submetidos cirurgia
ficticia CF, mostraram, um aumento na frequéncia respiratéria, e 0os animais do
grupo, pré-tratado com sulpiride e submetido a CLP, também mostraram um
aumento na frequéncia respiratéria, quando comparado com o0 grupo pré-tratado
com salina e submetido a CLP. Sugerindo que esses animais, provavelmente,
apresentaram um quadro de hipoxemia.

A falta de O, dificulta as fun¢gBes metabdlicas e prejudica a manutencdo da
homeostasia energética. A hiperventilacdo € observada durante a hipoxemia
(STEINER; BRANCO, 2002) e, de acordo com Taylor et al. (1999) ativa os
quimiorreceptores periféricos localizados nos corpos carotidicos e aorticos, levando
a informagdo posteriormente ao sistema nervoso central que desencadeia a
resposta hiperventilatoria.

Estudos tém demonstrado que uma area localizada no bulbo ventrolateral
rostral (RVL) esta envolvida nas respostas compensatorias a hipoxemia (HIROOKA
et al., 1997; NITSOS; WALKER, 1999), sob a influéncia da rede respiratoria central,
cuja atividade tem uma ritmicidade respiratdria diretamente relacionada com o nervo
frénico (GUYENET, 2000; GUYENET; KOSHIYA, 1992; RICHTER; SPYER, 1990).

Em adicdo, RVL apresenta importante conec¢cdo com duas principais areas
medulares relacionadas com a inspiracdo: o grupo respiratorio dorsal (DRG) e o
grupo respiratério ventral (VRG), sugerindo que o0s neurdnios da éarea RVL
desempenham um papel no controle da respiracdo (BONGIANNI et al., 1991). De
acordo com Burton et al. (2000) o neurotransmissor L-glutamato também participa
do controle da respiragao.

No presente estudo, os animais com CLP mostraram um quadro de
hipoxemia, sugerido pelos achados morfolégicos e funcionais (queda do volume
corrente, e do volume pulmonar). Provavelmente esses animais tentaram utilizar os
mecanismos fisiologicos presentes na area do bulbo, na tentativa de defesa contra
as falhas nos parametros respiratorios. Esperava-se, por exemplo, um aumento na

frequéncia respiratéria nos animais com CLP. No entanto, isto ndo foi observado,
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sugerindo que esses mecanismos de defesa da sepse estavam bloqueados, e néo
responderam corretamente.

Neste estudo, foi avaliado o efeito da hiperprolactinemia na morfologia e
funcdo dos pulmdes durante a lesdo pulmonar aguda causada pela sepse. Acredita-
se que a prolactina interfira no processo inflamatério, ora estimulando-o, ora
inibindo-0. Segundo Bem-Jonathan et al. (1996) a prolactina, horménio produzido
nas ceélulas lactotroficas da hipéfise, era responsavel somente pela lactacdo, mas foi
posteriormente considerado um componente importante na modulacdo do sistema
imune estimulando a proliferagéo e a sobrevivéncia celular.

Para o presente estudo, a hiperprolactinemia foi estimulada pelo sulpiride, um
antagonista da dopamina, que possivelmente leva ao excesso de prolactina e a uma
condicao favoravel ao estudo do processo inflamatério na sepse.

O sulpiride € uma importante droga utilizada em pacientes com distarbios
psiquiatricos, sugerindo um maior cuidado no acompanhamento do paciente que
faca uso do mesmo, uma vez que ele poderia interferir num processo inflamatorio
pré-existente.

Segundo Horseman et al. (1997) animais com silenciamento do gene que
transcreve o receptor para prolactina (PRL-R) ndo apresentaram interferéncia na
resposta inflamatéria, possivelmente pelo fato da prolactina ndo ser essencial no
desenvolvimento e funcdo do sistema imune normal. Por outro lado, em mulheres
pos-parto a hiperprolactinemia € um fator fisiolégico, mas se houver ativacdo do
processo inflamatério a prolactina pode passar a ser um agravante desta resposta,
exacerbando-a, podendo levar a condicdo de sepse, 0 que sugere que a prolactina
pode ndo ser essencial, mas interfere, de algum modo, nesta resposta (BOUCHARD
et al., 1999).

A CLP mostrou-se eficaz na inducdo da sepse, com caracteristicas
morfoloégicas  proprias desta  condicdo, como infiltrado  inflamatorio
predominantemente neutrofilico, edema intersticial e alveolar, e colapso alveolar,
além de alteracdo na prova funcional como queda do volume corrente, do volume
pulmonar, da presséo arterial e aumento na frequéncia respiratoria.

Os animais que foram pré-tratados com sulpiride e submetidos a CLP
apresentaram um maior comprometimento nos achados morfolégicos, comprovados

pela resposta funcional.
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Foi possivel comprovar a inducdo de hiperprolactinemia pela administracao
de sulpiride através da técnica de radioimunoensaio. O sulpiride acentuou a resposta
inflamatoria sistémica provocada pela sepse induzida pela CLP, comprovada pela
elevacdo do numero de leucaocitos.

A hiperprolactinemia deve ser atentamente observada pela estreita relagao
com o agravamento de condicbes do processo inflamatério, provocado por um
processo infeccioso que possibilita 0 aumento no nimero de 6bitos em pacientes
sépticos.

Estudos futuros serdo necessarios para comprovar se 0s animais em sepse e

com hiperprolactinemia apresentardo alteragées imunomodulatorias.
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6 CONCLUSAO

» A CLP provocou alteragdes no parénquima pulmonar, que podem levar a
hipoxemia, no entanto, a andlise funcional ndo mostrou uma resposta
ventilatoria adequada, indicando uma deficiéncia no seu controle durante a
sepse.

» A hiperprolactinemia induzida pelo sulpiride acentuou as alteragbes
morfofuncionais do pulmdo, que podem estar relacionadas com o

agravamento da sepse.
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